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DISSEMINACAO DE BACTERIAS DOS GENEROS Campylobacter E Salmonella EM
LINHAS DE ABATE DE AVES

RESUMO - Os objetivos do presente trabalho foram verificar a ocorréncia de
Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Salmonella spp., Salmonella Enteritidis e
Salmonella Typhimurium em abatedouros de aves e avaliar a resisténcia das amostras de
Salmonella spp. isoladas frente a antimicrobianos de uso comum. Foram colhidas amostras
de fezes; penas; agua de escaldamento, evisceragao e resfriamento; e amostras de carcaca
nao eviscerada, eviscerada e resfriada em seis abatedouros de aves. Campylobacter jejuni
foi detectada em 14 amostras (5%), a maior porcentagem foi em amostras de fezes oito
amostras (22%), e C. coli em foi isolada em uma amostra de pena (0,35%). Salmonella spp.
foi detectada em 18% (52/288) dos isolados, enquanto os sorotipos S. Enteritidis em 5,6%
(16/288) e S. Typhimurium em 2,4% (7/288). Os testes de resisténcia aos antimicrobianos
apontaram 25 amostras resistentes ao aztreonam e a ampicilina (86,2%), 21 a tetraciclina
(72,4%) e 16 a amoxicilina/acido clavulanico e sulfazotrim (55,2%). Nenhum dos isolados
testados apresentou 100% de resisténcia ou sensibilidade aos antimicrobianos utilizados. Os
resultados indicam que ha uma necessidade de melhorar a qualidade higiénico-sanitaria em
linhas de abate de aves e o cuidado com o uso indiscriminado de antibiéticos na avicultura,
oferecendo aos consumidores produtos livres de agentes zoonéticos.

Palavras-chaves: abatedouro, aves, Campylobacter spp., PCR, Salmonella spp..



BACTERIA SPREAD OF THE GENUS Campylobacter AND Salmonella IN CHICKEN
ABATTOIR LINES

SUMMARY - The present study was carried out to report the occurrence of
Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Salmonella spp., Salmonella Enteritidis e
Salmonella Typhimurium in chicken abattoirs and to evaluate the resistance of Salmonella
spp. isolated to antibiotics of common use. Samples of feces; feathers; scald, evisceration,
and chiller water; and non-eviscerated, eviscerated, and chilled carcasses were collected
from six chicken abattoirs. Campylobacter jejuni was isolated in 14 samples (5%), isolation
was greater in feces, eight samples (22%), one feather sample was positive for the species C.
coli (0.35%). Salmonella spp. was detected in 18% (52/288) of the isolates, whereas
serotypes S. Enteritidis were identified in 5.6% (16/288) and S. Typhimurium and 2.4%
(7/288). Antibiotic tests indicate 25 resistant samples to aztreonam and to ampicilin (86.2%),
21 to tetracycline (72.4%) and 16 to amoxicilin/clavulanic acid and to sulfazotrim (55.2%).
None sample tested were 100% resistant or sensitive to all the antibiotics tested. The results
exhibit the need to improve hygiene and sanitary standards in poultry slaughter lines, and
care with the indiscriminate use of antibiotics in aviculture, offering to the consumers products

free of zoonotic agents.

Keywords: abattoir, Campylobacter spp., chicken, PCR, Salmonella spp..



Capitulo 1 - Consideracoes Gerais

A incidéncia global de doencas causadas por alimentos é de dificil estimativa. No
entanto, no ano de 2000, cerca de 2,1 milhées de pessoas morreram por doencas diarréicas,
e em uma alta proporcéao desses casos a causa € atribuida a alimentos e 4gua contaminados
(WHO, 2002a). Os principais agentes etioldégicos destas doencas sao bactérias, virus,
parasitas, toxinas, metais e prions. Os sintomas destas doencas variam desde gastroenterite
leve até sintomas que podem colocar em risco a saude, como alteragdes neurolbgicas,
hepéticas e até sindromes renais (ARCHER & KVENBERG, 1985; BENNETT et al., 1987).

SINELL (1981) citou que as contaminac¢des dos alimentos podem provocar infeccoes
ou intoxicacbes nos seres humanos e sao causadas por diversos agentes, entre os quais
estariam incluidas principalmente bactérias da familia Enterobacteriaceae, indicando
contaminacgao fecal, pois esses microrganismos tém como habitat o trato gastrointestinal dos
animais e dos seres humanos. As principais doencas de origem bacteriana transmitidas por
alimentos possuem como caracteristicas comuns um curto periodo de incubagdo e um
quadro clinico gastrointestinal manifestado por diarréia, nauseas, vomitos e dor abdominal,
acompanhado ou nao por febre. No entanto, individuos muito jovens, idosos ou com o
sistema imune debilitado apresentam complicacbes mais graves, que, muitas vezes, podem
leva-los a morte (UNGAR et al., 1992).

A vigilancia de doencgas de origem alimentar € complicada devido a varios fatores; o
primeiro € a ndo notificacao de casos, pois 0 servico médico muitas vezes nao é procurado,
embora a doencga possa ser severa ou até mesmo serem reportados freqiientemente casos
fatais, no entanto, sdo mais comuns casos com sintomatologia moderada. Em segundo lugar,
muitos patégenos sao transmitidos nao sé por meio dos alimentos, mas também da agua ou
de pessoa para pessoa, e essa variedade de formas de transmissdao também dificulta o
diagnéstico (MEAD et al., 1999).

Aves de corte sao potenciais carreadoras de patdégenos em abatedouros, acougues e
cozinhas industriais e domésticas e tém, em particular, uma importancia significativa na
contaminacgao cruzada por Campylobacter spp. e Salmonella spp., dois agentes patogénicos
em saude publica (CARVALHO & CORTEZ, 2003). A legislacdo estabelece auséncia de



Salmonella spp. em 25g ou mL do produto (BRASIL, 2001); contudo, ndo ha legislacao
especifica para Campylobacter spp., necessitando ampliacdo dos estudos nesta area para
analisar melhor a ocorréncia desse patdégeno em avicultura e seus potenciais riscos a saude
humana. No Brasil ha subnotificagcdo dos casos, mas em paises industrializados os casos de
enterites por Campylobacter spp. sao mais freqlientes que os causados por Salmonella spp.
(WHO, 2000).

Em 1886, Escherich publicou uma série de artigos descrevendo uma bactéria
espiralada em colbnias provenientes de colons de criangas que haviam morrido: esta
bactéria foi chamada de “Cholera infantum”. Em 1957 King descreveu o isolamento de um
Vibrio em sangue de criangas com diarréia e, em 1972, Dekeyser e seus colaboradores,
microbiologistas belgas, isolaram pela primeira vez a bactéria Campylobacter spp. de
pacientes com diarréia (BUTZLER, 2004; ALTEKRUSE, 1999).

Depois dos anos 70, em que foi realizado seu isolamento com sucesso, O
Campylobacter jejuni tornou-se rapidamente a causa mais diagnosticada de gastroenterite
em seres humanos, mesmo considerando que 0s casos reportados representam uma
pequena fragdo da ocorréncia atual. A introdu¢do de meios de cultivo seletivos fez com que o
diagnéstico de enterites por Campylobacter spp. se tornasse um procedimento simples
(ALTEKRUSE, 1999).

BUTZLER et al. (1973) propuseram a utilizagdo de um meio seletivo para o isolamento
de Campylobacter spp. a partir do filtrado do material fecal, contendo bacitracina, polimixina
B, novabiocina e actidione, que inibem as bactérias intestinais, permitindo o crescimento de
C. jejuni, meio este conhecido como de Butzler.

SKIRROW (1977) descreveu o isolamento de C. jejuni em meio seletivo contendo
vancomicina, polimixina B e trimetoprim, que permitia 0 desenvolvimento desses patégenos
sem a necessidade da prévia filtracdo das fezes. Com o conhecimento dessas técnicas,
varios estudos tém sido efetuados, principalmente em relacéo a sensibilidade das cepas aos
agentes antimicrobianos, resultando em diferentes misturas antibacterianas e antifungicas
que facilitam o isolamento de Campylobacter spp. em materiais muito contaminados
(CALZADA, 1991). BLASER et al. (1979) propuseram uma nova mistura de drogas contendo

vancomicina, trimetoprim, polimixina B, anfotericina B e cefalotina. Segundo esses autores, o



namero de isolamentos de C. jejuni utilizando meios contendo esses antimicrobianos foi tanto
quanto ou maior que o encontro de Salmonella spp. ou Shiguella spp. em pacientes com
diarréia.

O género Campylobacter abrange bactérias Gram-negativas, cujas dimensdes variam
entre 0,2 e 0,9 um de largura por 0,5 a 5 um de comprimento; em forma de bastao curvo,
virgula, "S", asa de gaivota ou espiral; tém como caracteristica motilidade do tipo espiralada,
observada claramente em microscopio de contraste de fase ou de campo escuro, produzida
por um flagelo polar Unico em uma ou em ambas as extremidades da célula (BRYAN, 1982;
VARNAM & EVANS, 1991). Campylobacter spp. € um microrganismo nao hemolitico e que
ndo forma esporos; células em culturas com mais de 48 horas tendem a assumir formas
esféricas ou cocoides. E uma bactéria microaerdfila, com metabolismo respiratério que
requer oxigénio para seu crescimento em concentragées de 3% a 15% e diéxido de carbono
em concentragdes de 3% a 5%; contudo, em alguns casos, 0 crescimento ocorre em
condicoes aerdbicas com 20% de oxigénio. Nao utiliza carboidratos como fonte de carbono
(HOLT et al., 1994).

A temperatura 6tima de desenvolvimento dessas bactérias é de, aproximadamente,
42°C; multiplicam-se em alimentos umidos que se mantiverem dentro do intervalo de 37°C a
42°C. Nos alimentos refrigerados C. jejuni sobrevive melhor que nos alimentos que sao
mantidos a temperatura ambiente ou de congelamento, sendo prontamente destruido por
temperaturas usadas durante a pasteurizacdo e a cocg¢ao dos alimentos (ICMSF, 2000).

A atividade de agua (aw) em carne de aves gira em torno de 0,98 e 0,99.
Campylobacter spp. ocorre como parte da microbiota, como agente comensal, no trato
gastrointestinal das aves domésticas e silvestres e no meio ambiente. A temperatura 6tima
de multiplicacdo do organismo aproxima-se da temperatura do corpo dos animais
homeotermos, favorecendo o estabelecimento destes microrganismos no trato
gastrointestinal (GENIGEORGIS, 1987). Quanto aos mecanismos de patogenicidade, sabe-
se que produz uma toxina termolabil e que € um microrganismo com capacidades invasivas
(VARNAM & EVANS, 1991). Estudos realizados sobre a enteropatogenicidade do
Campylobacter spp. em diferentes espécies animais revelam que esses microrganismos

possuem habilidade de aderir as células intestinais e causarem disturbios na capacidade de



absorcao dos enterdécitos e que sdo responsaveis por outros prejuizos funcionais das células
epiteliais intestinais (CAMARONI-JUNIOR et al., 2002)

As bactérias do género Campylobacter estdo amplamente distribuidas e ocorrem
principalmente em animais homeotermos domésticos, selvagens e de producdo, sao
prevalentes em alimentos de origem animal como aves de corte, bovinos, suinos, ovinos,
ostras e mariscos (WHO, 2000). Sdo responsaveis por uma gama de doenc¢as nos animais e
nos seres humanos, e nestes a enterite € o0 sinal predominante, tanto nos paises em
desenvolvimento quanto nos desenvolvidos (ERTAS et al., 2004; MODOLO et al., 2005).
Estes microrganismos tém sido relatados cada vez mais freqlentemente e em maior nimero
e passaram da obscuridade para uma grande atencdo em saude publica, excedendo até
mesmo os casos de Salmonella spp. (VARNAM & EVANS, 1991).

O comeco dos sintomas da campilobacteriose em seres humanos normalmente
acontece dois a cinco dias depois da infeccdo, podendo variar de um a dez dias. A dose
infectante de C. jejuni é considerada pequena: de 400 a 500 microrganismos ja causam a
doenca em alguns individuos, enquanto em outros um grande numero é necessario. Os
sintomas clinicos mais comuns incluem diarréia (freqiientemente com sangue nas fezes), dor
abdominal, febre, dor de cabeca, ndusea e vomito. Os sintomas tipicos duram trés a seis
dias. Um resultado fatal é raro e normalmente € limitado a pacientes muito jovens, idosos ou
imunodeprimidos, como pacientes com AIDS, por exemplo. Complicagdes como bacteremia,
hepatite, pancreatite e aborto tém sido relatadas com varios graus de freqiéncia (WHO,
2000).

Complicacdes de pos-infecgdo incluem artrite e desordens como a sindrome de
Guillian-Barré, uma polineuropatia desmielinizante inflamatéria aguda, que resulta em
deficiéncia organica, neurolégica e respiratéria severa ou morte em um pequeno, mas
significativo, nUmero de casos (ALLOS, 1998; DUIM et al.,, 2000). A incidéncia alta de
diarréias causadas por Campylobacter spp., como também sua duracao e possiveis sequelas
sao fatores que fazem com que esta zoonose tenha importancia sob uma perspectiva
socioecon6mica (WHO, 2000). Os fatores de risco para uma infeccao por Campylobacter

spp. sdo: infeccao recente de algum membro da familia pelo agente, consumo recente de



alimentos mal preparados ou viagem a areas onde as medidas de higiene e as condicdes
sanitarias sdo de ma qualidade (GOLDENRING, 2004).

O isolamento do Campylobacter spp. a partir de amostras nao clinicas encontra alguns
empecilhos, pois a bactéria é sensivel ao ambiente extra-intestinal e freqlientemente ocorrem
lesbes subletais por exposi¢cdes dos microrganismos as condicdes de processamento e
estocagem dos alimentos, como, por exemplo, aguecimento moderado, congelamento ou
resfriamento. A microbiota presente na amostra age de forma competitiva e interfere na
multiplicacdo ou recuperacdo deste agente (HUMPHREY, 1999). STEINHAUSEROVA &
FOJTIKOVA (1999) citaram também a sensibilidade destes microrganismos a outros fatores
como pH, umidade, concentracées de NaCl, presenca de oxigénio e outros.

O diagnéstico de Campylobacter spp. é realizado por meio do exame direto ou do
cultivo; o uso de métodos sorolégicos tem valor para a investigacdo epidemioldgica
(FERNANDEZ & FARACE, 2003). O meio de cultivo de eleigdo € o agar Brucella, acrescido
de uma mistura de antibiéticos e sangue desfibrinado, porém ha uma variedade de meios
que sao utilizados, inclusive kits comerciais. Contudo, métodos moleculares como o da
reacdo da polimerase em cadeia (PCR) vém ao encontro da solugao destes problemas de
dificuldades de isolamento citados anteriormente, pois facilitam a identificacdo do agente e
proporcionam resultados mais precisos do que os de cultivo padrao. Principalmente em
casos duvidosos, esses métodos ajudam a diagnosticar o agente mais do que os métodos
comuns (STEINHAUSEROVA & FOJTIKOVA, 1999). DENIS et al. (2001) ressaltam ainda
que o uso da técnica da PCR auxilia na andlise de diferentes tipos de amostras avicolas,
contando ainda com a vantagem da rapidez do teste para a deteccdo de Campylobacter
jejuni e Campylobacter coli.

O microrganismo Salmonella spp. nao foi descoberto recentemente; Salmonella typhi
foi a primeira espécie a ser estudada, em 1874, e isolada em cultura pura, em 1884. O
primeiro surto de salmonelose confirmado laboratorialmente foi reportado por Gaertner em
1888, causado por uma espécie de Salmonella nao tiféide, chamada Bacillus enteritidis por
este cientista. Nesse surto, um total de 57 pessoas tiveram gastroenterite apés comer carne
proveniente de um bovino doente. Salmon e Smith isolaram um organismo similar de suinos

com cdblera suina e descreveram-no em detalhes, chamando-o de Salmonella cholera-suis;



originou-se, assim, o género Salmonella (HAJMEER, 2005).

As bactérias do género Salmonella sao patdgenos de destacada importdncia em
saude publica, pertencem a familia Enterobacteriaceae, sdo Gram-negativas, anaerébias
facultativas e habitam o trato intestinal de seres humanos e animais (BRYAN, 1982;
VARNAM & EVANS, 1991; HOLT et al., 1994); sdo médveis ou nao, catalase positiva e
oxidase negativa, produzem &cidos e podem formar gases na fermentagdo da glicose,
freqientemente da lactose, reduzem nitrato a nitrito (HAJMEER, 2005). Sao isoladas de uma
grande variedade de hospedeiros, especialmente aves e suinos, mas também de seres
humanos, alimentos e do meio ambiente. Assim, estas bactérias sdo potencialmente
patogénicas para os animais domésticos e selvagens e também para os seres humanos
(HOLT et al., 1994).

As doencas causadas por Salmonella spp. dividem-se em dois grupos, segundo a
divisdo proposta pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), utilizada em seu sistema de
estatisticas sanitarias: o primeiro composto pela febre tiféide, causada pela Salmonella typhi,
e as febres entéricas, causadas por Salmonella paratyphi (A, B e C); o segundo grupo de
doencas é composto pelas enterocolites ou salmoneloses, causadas pelas demais
salmonelas, que sdo os agentes mais freqlientemente veiculados por alimentos (ICMSF,
2000).

Salmonelose € uma gastroenterite de origem zoonética, transmitida pela ingestdo de
alimentos e agua ou contato com fémites contaminados por fezes de pessoas ou animais e
constitui um sério problema de saude publica (GIL-SETAS et al., 2002). O estabelecimento
dos sintomas de salmoneloses depende do sorotipo de Salmonella spp. envolvido, da
competéncia dos sistemas de defesa inespecificos e especificos do individuo afetado e das
caracteristicas do alimento envolvido (LANDGRAF & FRANCO, 1996). A incidéncia real de
salmonelas nas toxinfeccées alimentares é desconhecida, uma vez que, freqlientemente,
pequenos surtos ndo sao relatados para as autoridades de Saude Publica.

O periodo de incubacao € de seis a 72 horas depois da ingestdo do agente, a dose
minima infectante é de 10* a 10" células, ha uma instalagdo brusca de febre, mialgias,
cefaléia e mal-estar. Os sintomas principais consistem em dores abdominais, nausea,

vbmitos e diarréia; comumente a salmonelose tem curso benigno e a recuperacao clinica



ocorre em dois a quatro dias. O portador convalescente elimina Salmonella spp. durante
semanas ou, mais raramente, por alguns meses. Uma das complicacbées é a desidratacéo,
causada pela diarréia, especialmente em criancas pequenas e lactentes; citam-se, também,
meningite e septicemia potencialmente mortais (SMITH, 2003).

A doenca ocorre em pessoas de qualquer idade, no entanto a incidéncia é muito mais
alta em criancgas, idosos e imunodeprimidos, que sdo mais predispostos (ACHA & SZYFRES,
1986). Os fatores de risco de infeccdo por Salmonella spp. sao: consumo de alimentos
inadequadamente armazenados ou preparados ou nao refrigerados (especialmente perus,
galinhas e ovos); membros da familia com infeccao recente por Salmonella spp. ou
enfermidade com gastroenterite; hospitalizacdo; consumo recente de carne de aves;
manuseio de animais silvestres, em especial os répteis (iguanas, tartarugas, lagartos, cobras,
por exemplo), pois podem ser portadores de Salmonella spp.; ser pessoa jovem ou de idade
avancada, pacientes com transtornos no sistema imunolégico (SMITH, 2003).

O aparecimento de cepas de Salmonella spp. resistentes a uma grande variedade de
antibiéticos tem se tornado um problema para a satde publica (CARRAMINANA et al., 2004).
Estudos recentes evidenciam as conseqiéncias adversas da ocorréncia de cepas
resistentes, que se dividem em duas categorias: infeccbes que nao ocorreriam se nao
houvesse a cepa resistente e aumento na freqiéncia de tratamentos falhos, bem como
aumento na severidade das infecgdes. Nos Estados Unidos estima-se que essa resisténcia
antimicrobiana resultou, em aproximadamente 30.000 infec¢des adicionais por Salmonella
spp., cerca de mais 300 hospitalizagdes e dez mortes (WHO, 2005).

Em outro estudo realizado na Dinamarca, verificou-se que pessoas susceptiveis as
infecgbes por Salmonella spp. tém apresentado taxa de mortalidade mais alta; o coeficiente
de mortalidade para pessoas com infecgbes resistentes a varios medicamentos foi calculada
ser dez vezes mais alta do que para a populacao em geral (WHO, 2005). Por esse motivo,
em casos de gastroenterites por Salmonella spp. sem complicacées ndo se recomenda o
tratamento, exceto em casos de febre prolongada ou septicemia, sobretudo em criancas
pequenas e idosos. A contra-indicacao se deve ao fato dos antibiéticos prolongarem o estado
de portador e possibilitarem o aparecimento de cepas resistentes aos antibiéticos (ACHA &
SZYFRES, 1986).



Sao conhecidas mais de 15 classes de antimicrobianos. Essas classes diferem entre
si pela estrutura quimica e pelo mecanismo de acao; antibioticos especificos sao necessarios
para o tratamento de patégenos especificos (WHO, 2002b). Nas ultimas décadas tem se
observado uma alta proporcdo de cepas de Salmonella spp. com multipla resisténcia a
antibiéticos. Nos paises desenvolvidos a principal causa disso deve-se ao uso excessivo de
antibiético nas ragdes animais, utilizados em doses subterapéuticas como fator de
crescimento, e também ao tratamento indiscriminado de pessoas e animais por prescricao
médica e veterinaria, respectivamente (BERCHIERI & BARROW, 1998). Na Gra-Bretanha o
uso profilatico de antibidticos contra salmonelose bovina originou a emergéncia de cepas
multirresistentes de S. Typhimurium, que causaram epizootias com altas taxas de
mortalidade nesta populacao animal (ACHA & SYFRES, 1986).

A Organizagdo Mundial da Saude informa que ha estimativa de que, do total de
antibioticos produzidos no mundo, metade € utilizada em ragées animais. Em recente
pesquisa na Europa verificou-se que aproximadamente 100 miligramas de antimicrobiano
sdo usados em animais para a producdo de um quilograma de carne para consumo humano
(WHO, 2005).

A natureza do alimento e das doencas transmitidas por alimentos tém mudado
dramaticamente durante os Ultimos séculos. Certos avancos tecnoldgicos como a
pasteurizacdo e os processos de fabricacdo de enlatados, por exemplo, foram criados e
utilizados em larga escala, no entanto conseguiu-se diminuir, mas nao eliminar, algumas
doencgas de origem alimentar (MEAD et al., 1999).

Os produtos avicolas séo freqientemente indicados como via de transmissdo para
seres humanos, principalmente quando Salmonella Enteritidis ou Salmonella Typhimurium
sdo implicadas. Contudo, esta relagcdo permanece obscura, uma vez que a identificacao
precisa de uma amostra € um ponto critico para o sucesso de investigacdes epidemiolégicas,
que visam a prevencado de surtos de infeccdo e a erradicacao de suas origens. Assim, a
exata caracterizacdo do agente € de particular importancia para o estabelecimento de
correlagdes entre surtos de salmonelose em humanos e a presenga deste microrganismo em

aves ou em produtos de origem avicola (SANTOS, 2003).



Para pesquisa de Salmonella spp. em alimentos, o método recomendado pelo
Bacteriological Analytical Manual (BAM), American Public Health Association (APHA),
Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) e Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) é o método classico de cultivo, desenvolvido com a finalidade de
garantir a deteccao deste microrganismo, mesmo em alimentos que apresentem situacoes
extremamente desfavoraveis para o seu desenvolvimento, como alimentos com microbiota
competidora muito maior que a populacao de Salmonella spp., alimentos em que as células
se encontrem em numero muito reduzido e/ou alimentos em que as células se encontrem
injuriadas pela técnica de preservacao, como a aplicacao de calor, congelamento, secagem,
salga, cura, entre outros (ECKNER et al., 1992).

O isolamento classico de Salmonella spp. divide-se em quatro etapas: pré-
enriquecimento, enriquecimento em caldo seletivo, plagueamento seletivo diferencial e
confirmacédo. A selecdo dos meios de cultura e metodologia de preparo e cultivo das
amostras variam de acordo com a fonte consultada, visando sempre, no entanto, obter as
melhores condicbes de isolamento frente aos diferentes tipos de amostras
(HAJDENWURCEL, 1998).

O pré-enriquecimento objetiva recuperar as células de Salmonella spp. que,
normalmente, estdo presentes em pequenas quantidades e em condi¢des debilitadas nos
alimentos processados. O enriquecimento em caldo seletivo tem como objetivo inibir a
multiplicacdo da microbiota acompanhante e promover a elevacéao preferencial do nimero de
células de Salmonella spp., incubando-se a amostra pré-enriquecida em caldo seletivo por 18
a 24 horas. Nesta etapa, recomenda-se a utilizacdo de dois diferentes meios, pois a
resisténcia da Salmonella spp. aos agentes seletivos varia de cepa para cepa. O
plagueamento seletivo diferencial visa promover o desenvolvimento preferencial de col6nias
de Salmonella spp., com caracteristicas tipicas que as distingam dos competidores, para
posterior confirmagéo bioquimica e sorolégica. Na etapa de enriquecimento, recomenda-se a
utilizacdo de, pelo menos, dois meios distintos para o plagueamento (HAJDENWURCEL,
1998).

Mediante provas bioquimicas e soroldgicas confirma-se se os isolados tipicos obtidos
nas placas sado realmente de Salmonella spp. (JAY & COMAR, 1988). Portanto, os
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procedimentos de cultivo padrao para o isolamento de Salmonella spp. em alimentos sao
trabalhosos e requerem um minimo de quatro dias para se obterem evidéncias presuntivas
de contaminacao (D’AOUST et al., 1990).

A necessidade de métodos mais rapidos e menos laboriosos de deteccao tem levado
a avancos significativos no desenvolvimento de pesquisa e comercializacdo de kits de
diagnéstico baseados em técnicas soroldgicas, imunoabsorbancia enzimatica, hibridizacéo
de acidos nucléicos, entre outras (D’AOUST et al., 1990). Como alternativa tem-se o uso dos
métodos moleculares, como a reacao da polimerase em cadeia (polymerase chain reaction -
PCR) e tantas outras tecnologias derivadas que tém como caracteristica o alto grau de
especificidade se os oligonucleotideos iniciadores utilizados tiverem um alvo de acao bem
determinado, Unico do microrganismo a ser pesquisado (WOODWARD & KIRWAN, 1996).

Por esse motivo, o estudo da presenca de Campylobacter spp. € Salmonella spp. na
linha de abate de aves tem fundamental importancia para o entendimento da epidemiologia
destes agentes e posterior melhoria no controle higiénico-sanitario e, conseqientemente,
oferecimento ao consumidor de um produto de melhor qualidade.

O uso de técnicas moleculares tem se mostrado uma alternativa valida e que
necessita de estudos para verificar suas inumeras aplicacoes. A primeira metade da década
de 80 assistiu ao desenvolvimento de um método de amplificacdo de sequiéncia de DNA que
revolucionou a analise genética nesses ultimos anos: a PCR. A técnica baseia-se na
capacidade da enzima polimerase replicar seqiéncias de DNA, em certas condicdes
laboratoriais, a partir de um par de pequenos fragmentos iniciadores da fita réplica
(oligonucleotideos iniciadores, ou em inglés: primers) que flanqueiam a sequiéncia que se
deseja amplificar. Por meio de variac6es alternadas e ciclicas de temperatura que permitem
a desnaturacdo (abertura da fita dupla de DNA), o anelamento (pareamento dos
oligonucleotideos iniciadores) e a extensao (cépia da fita dupla original pela incorporacao de
nucleotideos nas fitas complementares), uma determinada sequéncia de DNA é amplificada,
ciclo apds ciclo, em progressao geométrica, o que torna possivel sua visualizacao em gel de
eletroforese na forma de uma banda. O desenvolvimento desta técnica e as aplicacdes dela
derivadas habilitaram o americano Kary Mullis ao recebimento do Prémio Nobel. A PCR tem
sido utilizada, por exemplo, desde experimentos relacionados ao seqienciamento de DNA
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até aplicacbes comerciais na area de diagnédsticos. Algumas variacées da PCR levaram ao
desenvolvimento de técnicas poderosas na andlise de diversidade genética, como a do
polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (restriction fragment length
polymorphism - RFLP), DNA polimérfico amplificado ao acaso (random amplified polymorphic
DNA - RAPD), reacdo em cadeia da polimerase ancorada em sequéncias repetitivas
pequenas (simple sequence repeat-anchored PCR - SSR-PCR), amplificacdo seletiva de
locos polimérficos microssatélite (selective amplification of microsatellite polimorphic loci -
SAMPL) e polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados (amplified fragment
length polymorphism - AFLP) (FERREIRA, 1996).
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Capitulo 2 - Campylobacter jejuni e Campylobacter coli na linha de abate de aves:
caracterizacao dos isolados pela reacao em cadeia da polimerase (PCR) e analise do
produto pela técnica do polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restricao
(RFLP) (gene fla A)

Resumo - O género Campylobacter tem grande importancia em saude publica,
principalmente pelo fato de que suas espécies podem causar diarréia em seres humanos.
Estas espécies podem ser encontradas em agua, alimento e no trato intestinal das aves.
Este estudo investigou possiveis fontes de infeccdo e meios de transmissdao de
Campylobacter spp. em abatedouros de aves no Estado de Sao Paulo. Foram colhidas 288
amostras, em seis estabelecimentos as quais incluiram: fezes; penas; agua de
escaldamento, de evisceracdo e de resfriamento; carcagca ndo eviscerada, eviscerada e
resfriada. Apds o teste de isolamento microbiolégico de Campylobacter spp., foi realizada
uma reacao em cadeia da polimerase (PCR) utilizando oligonucleotideos iniciadores
especificos para Campylobacter jejuni e Campylobacter coli. A porcentagem de isolados para
Campylobacter jejuni foi de 5%, e a maior porcentagem foi em amostras de fezes (22%). Foi
detectada uma amostra positiva para C. coli (0,35%). Posteriormente, os isolados de
Campylobacter jejuni foram analisados usando a técnica de polimorfismo de comprimento
dos fragmentos de restricdo (RFLP) utilizando o gene da flagelina (fla A) e a enzima de
restricdo Hae lll, com o intuito de subtipar molecularmente as 14 amostras positivas para C.
jejuni isoladas, sendo agrupadas em trés diferentes perfis de restricdo. Os resultados indicam
que ha uma necessidade de melhorar a qualidade higiénico-sanitaria em abatedouros de

aves, oferecendo aos consumidores produtos livres de agentes zoonéticos.

Palavras-chaves: abatedouro, aves, Campylobacter coli, Campylobacter jejuni, flagelina,
PCR-RFLP.
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Campylobacter jejuni and Campylobacter coli in chicken abattoir, characterization of
the isolates by Polymerase Chain Reaction (PCR) and analysis of the product by
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) (fla A gene)

Summary - The genus Campylobacter has great prominence in public health because
it includes species that may cause diarrhea. These species may be found in water, food and
in the intestinal tract of chickens. This study investigated possible infection sources and
transmission routes of Campylobacter spp. in chicken abattoirs in Sao Paulo State, Brazil. A
total of 288 samples of feces, feathers, scald water, evisceration water, chiller water, and non-
eviscerated, eviscerated, and chilled carcasses were collected from six chicken abattoirs.
Polymerase chain reaction (PCR) using specific primers for Campylobacter jejuni and
Campylobacter coli were performed in Campylobacter spp. isolated samples. The percentage
of isolated samples for Campylobacter jejuni was 5%, isolation was greater in feces samples
(22%). One sample was positive for the species C. coli (0.35%). C. jejuni culture positive
samples were further analyzed using PCR-restriction fragment length polymorphism (RFLP)
using the flagellin gene (fla A) and the Hae Ill enzyme, and grouped into three different
restriction profiles. The results indicate that it is necessary to improve quality control in

chicken abattoirs offering to the consumers products free of zoonotic agents.

Keywords: abattoir, Campylobacter coli, Campylobacter jejuni, chicken, flagellin, PCR-RFLP.
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1 - Introducao

As enfermidades diarréicas em seres humanos constituem um problema de saude
publica mundial. Especialmente em paises em desenvolvimento, espécies de Campylobacter
spp. tém sido responsabilizadas como um dos agentes etiologicos que mais tiveram
destaque em doencas veiculadas por alimentos (FITZGERALD et al.,, 2001; ZORMAN &
MOZINA, 2002). Essas espécies sdo amplamente isoladas de animais homeotermos, e a
maioria das infecgdes por Campylobacter spp. possuem carater zoonético; no entanto, ha
apenas duas décadas a campilobacteriose foi reconhecida como zoonose. Desde entdo, uma
série de estudos vém sendo conduzidos e, embora a maioria dos casos seja relacionada a
sintomas limitados a diarréia, uma seqilela severa representada por polineuropatia
desmielinizante inflamatéria aguda, a sindrome de Guillian-Barré, pode ocorrer (ALLOS,
1998; DUIM et al., 2000).

O género Campylobacter tem grande importadncia na salude publica, pois varias
espécies deste género podem causar diarréia e seu isolamento tem apresentado maior
freqiiéncia em seres humanos, alimentos e agua (ALTEKRUSE, 1999; ZHAOQ et al., 2001). A
transmissdo de Campylobacter spp. esta geralmente associada ao consumo de alimentos
contaminados (SKIRROW & BLASER, 1995). Contudo, um grande numero de surtos
envolvendo a agua tém sido relatados, e esta pode ser considerada um importante meio de
transmissdao (JONES & ROWORTH, 1996). Surtos de campilobacteriose estdao também
associados em grande numero a carne de aves e seus subprodutos (EVANS, 1992;
PEARSON, 2000; CARVALHO & CORTEZ, 2003).

Para a avicultura, as duas espécies mais importantes sdo Campylobacter coli e
Campylobacter jejuni. A espécie C. coli estd intimamente relacionada com a espécie C.
jejuni, sendo seus mecanismos de patogenicidade muito semelhantes; ocorre
predominantemente em aves e suinos e € relatada em seres humanos e outros animais
(GENIGEORGIS, 1987; VARNAM & EVANS, 1991). C. jejuni é amplamente distribuido no
trato gastrointestinal de mamiferos e de aves domésticas e selvagens (TOOD, 1992;
OOSTEROM, 1994; ZORMAN & MOZINA, 2002). C. jejuni é capaz de hidrolisar o hipurato de

sédio, enquanto C. coli assim como todas as outras espécies do género Campylobacter nao
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possuem o gene codificante para a enzima hipuricase (hip), e, assim, nao sao capazes de
hidrolisar o mesmo substrato (LINTON, 1997). Ha ainda uma outra espécie, Campylobacter
lari, usualmente isolada em gaivotas; casos de enterites estdo relacionados a esta espécie
quando o individuo nao teve contato com carne de frango (GENIGEORGIS, 1987).

Uma grande variedade de espécies pode abrigar este microrganismo em seu trato
intestinal: suinos, ovinos, bovinos, caes, gatos e aves domésticas e selvagens (ACHA &
SZYFRES, 1986; TOOD, 1992; WHO, 2000). Durante o abate das aves, este patégeno pode
ser transferido do intestino para a superficie da carne, sendo esta uma relevante forma de
contaminacdao dos produtos avicolas (OOSTEROM, 1994; BRYAN & DOYLE, 1995). No
Brasil, diversos autores tém relatado a presenca de C. jejuni em fezes de seres humanos
com diarréia aguda ou crbnica, especialmente em criancas e até em portadores
assintomaticos (SCARCELLI et al., 1998). A infeccdo causada por C. jejuni representa a
ocorréncia antecedente mais comum da sindrome de Guillian-Barré (ALLOS, 1998; DUIM et
al., 2000). A estimativa de casos desta desordem desmielinizante, que resulta numa paralisia
neuromuscular aguda, é de um caso em cada 2.000 pessoas atingidas pela
campilobacteriose; cerca de 40% dos casos de pacientes com esta sindrome tiveram
infeccao evidente por C. jejuni (ALLOS, 1998).

C. jejuni é a espécie isolada, com mais freqiiéncia, em casos de gastroenterites de
origem bacteriana em seres humanos (LINTON, 1997; BUTZLER, 2004); é o mais comum
causador de morbidade em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, representando um
consideravel escoamento de recursos econdmicos e de saude publica (BUTZLER, 2004).
ZHAO et al. (2001) relatam 2,5 milhdes de casos de enterite provocados por C. jejuni nos
Estados Unidos, numero que ja superou os casos de salmonelose e shiguelose
(FITZGERALD et al., 2001). Na Inglaterra e no Pais de Gales, o niumero de casos notificados
de C. jejuni pelos servicos de saude publica tem sofrido um acréscimo consideravel nos
ultimos anos, passando de 34.000 em 1990 para 54.000 em 2000, ultrapassando em 3,6
vezes 0s casos de infeccao por Salmonella spp. (DESAI et al.,, 2001). Na Dinamarca, o
namero de casos confirmados triplicou no periodo de 1992 a 1999, atingindo o indice de 78 a
cada 100.000 habitantes acometidos pela enfermidade, sendo 95% dos casos devidos ao C.

jejuni (NIELSEN et al., 2000). Na Republica Tcheca, 20.000 casos foram registrados no ano
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2000, representando cerca de 200 casos a cada 100.000 habitantes (STEINHAUSEROVA et
al., 2002). No Japao, no periodo de 1996 a 2000, C. jejuni foi responsavel por 40,5% dos
casos de pacientes que apresentavam melena (OBANA et al., 2002).

O consumo de alimentos contaminados por C. jejuni, especialmente carne e
subprodutos de aves inadequadamente processados ou parcialmente cozidos, é considerado
a principal via de transmissdo da campilobacteriose a seres humanos (SCARCELLI et al.,
2003), sendo, portanto, uma zoonose.

CARVALHO et al. (2002), utilizando técnicas microbioldgicas, analisaram 291
amostras de diferentes pontos em abatedouros e isolaram C. jejuni em 21 das 50 amostras
de fezes (42%), em 19 das 50 amostras de penas (38%), 8 das 30 amostras de agua do
tanque de escaldamento (26,6%), 19 das 31 amostras de agua de evisceracao (61,3%), 18
das 50 amostras de carcacas pos-evisceracao (36%), concluindo que as etapas de
evisceracdo e depenacdo constituem importantes pontos de contaminacdo no
processamento industrial. CASON et al. (1997) observaram a ocorréncia de 20% de
Campylobacter spp. em carcacgas de aves.

O mecanismo preciso de disseminacao de Campylobacter spp. dos animais para o ser
humano ainda nao esta bem estabelecido e tem sido objeto de varios estudos. E necessario
determinar métodos de mensuragcao seguros, que possam ajudar no estudo da disseminacao
da infeccdo (STEINHAUSEROVA et al., 2002). Em avaliagdes epidemiolégicas, diversos
métodos recentemente desenvolvidos tém sido empregados na subtipagem de amostras de
C. jejuni, como, por exemplo, as técnicas moleculares (FRASER et al., 1992; DELONG et al.,
1996; STEINHAUSEROVA et al., 2002).

O uso de técnicas moleculares, como a técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e a técnica de polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restricao (RFLP), que
se baseia no estudo da homologia de seqiiéncias, vém ganhando cada vez mais destaque
na pesquisa de microrganismos enteropatdégenos devido as suas vantagens, como a
possibilidade de pesquisar um grande niumero de amostras em curto intervalo de tempo e a
sensibilidade dos testes. No Brasil ha poucos estudos empregando essas técnicas na
pesquisa de C. jejuni e C. coli.
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Atualmente, tem-se empregado a combinacédo das técnicas da PCR com a técnica de
RFLP, resultando na PCR-RFLP, utilizando-se especialmente o gene fla A, codificante para a
proteina flagelina de C. jejuni, que pode estar envolvida em surtos de origem alimentar
(FITZGERALD et al., 2001). O gene da flagelina (fla A) pode servir como um bom marcador
epidemiolégico e de bastante utilidade para identificar C. jejuni (ZORMAN & MOZINA, 2002).

O presente trabalho propds realizar um estudo na linha de abate de frangos e teve
como objetivos ampliar pesquisas referentes a ocorréncia de Campylobacter jejuni e
Campylobacter coli em abatedouro de aves; avaliar a ocorréncia destes patdgenos intestinais
na agua na linha de abate; e caracterizar as amostras isoladas de C. jejuni utilizando a
técnica da PCR-RFLP.
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2 - Material e Métodos

2.1 - Amostragem

Foram colhidas 288 amostras, incluindo: fezes; penas; agua de escaldamento, de
evisceracao e de resfriamento; e amostras obtidas por enxaguadura a partir de carcaca néao
eviscerada, eviscerada e resfriada obtidas por enxaguadura. As colheitas ocorreram no
inicio, meio e final da jornada de trabalho e foram feitas 12 visitas em trés abatedores de
aves com Servigco de Inspecao Federal (SIF) (B, C e F) e em trés abatedores com Servico de
Inspecao Estadual (SISP) (A, D e E), todos localizados no Estado de Sao Paulo.

As amostras de fezes foram colhidas na plataforma de recebimento das aves, em
sacos de polietileno esterilizados; as penas foram colhidas em areas adjacentes a
depenadeira e, da mesma forma, colocadas em sacos de polietileno esterilizados. Volumes
de 400mL das amostras de aguas de escaldamento, evisceracdo e resfriamento foram
colocados em frascos esterilizados (500mL). As amostras a partir de carcaca nao eviscerada,
eviscerada e resfriada foram colhidas na linha de abate pelo método de enxaguadura, que
consistiu em colocar a carcagca em sacos esterilizados de polietilieno com 300mL de agua
peptonada 1%. A solucao resultante era colocada em frascos esterilizados (500mL).

As amostras foram transportadas em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel, até
o Laboratério de Analises de Alimentos do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva
e Reprodugéo Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus Jaboticabal
— Unesp.

2.2 - Preparo das amostras para analise

Amostras de fezes: das amostras de fezes foi pesado 1g e diluido em 10mL de
solucao salina 0,9%; homogeneizou-se e deixou-se decantar por cinco minutos (CASTRO et
al., 1997).

Amostras de penas: 259 de penas foram adicionados a 45mL de caldo tioglicolato e
agitados vigorosamente.



25

Amostras das aguas: 100mL de cada uma das amostras de agua dos tanques de
depenagdo, evisceracdo e refrigeramento foram transferidos para frascos esterilizados
contendo 100mL de &gua peptonada a 2% e incubados por 24 horas a 43°C. Apds este
periodo, uma aliquota de 50mL do volume total foi retirada e centrifugada por 30 minutos a
8.000 rpm a temperatura de 4°C; o sedimento acrescido de 2mL do sobrenadante foi
homogeneizado e processado como descrito a seguir.

Amostras obtidas a partir de carcacas: As amostras de agua de enxaguadura de
carcacga nao eviscerada, eviscerada e resfriada foram primeiramente incubadas por 24 horas
a 42°C; retirou-se uma aliguota de 50mL do volume total e centrifugou-se por 30 minutos, a
8.000 rpm, a temperatura de 4°C. Reservou-se o sedimento mais 2mL do sobrenadante, que

foram homogeneizados.
2.3 - Isolamento de Campylobacter spp.

A etapa a seguir repetiu-se para todas as amostras: duas algcadas do sedimento
misturados com 2mL do sobrenadante foram semeadas em meio agar Brucella sangue
adicionado de suplemento FBP (0,025% de sulfato ferroso, 0,025% de piruvirato de sodio e
0,025% de metabissulfito de sédio), 2% de uma mistura de antibiéticos (vancomicina
10mg/mL, trimetoprim 5mg/mL, polimixina 2,5Ul/mL, anfotericina B 5mg/mL e cefalotina
15mg/mL) e 7% de sangue desfibrinado de carneiro, de acordo com o que estabeleceu
BLASER et al. (1979).

Os meios foram incubados por 48 horas a 42°C em atmosfera microaerdfila, utilizando
o kit Anaerocult® C (Merck). A identificacdo das coldnias suspeitas de Campylobacter spp. foi
realizada por meio da morfologia microscépica apods coloragdo de Gram, que se

apresentavam como bastonetes curvos, em forma de S e Gram-negativos.
2.4 - Extracdo do DNA das amostras positivas de Campylobacter spp.

Das 288 amostras colhidas, 143 amostras que apresentaram isolados suspeitos

tiveram seu DNA extraido pela técnica de fervura, que consiste em ferver, por dez minutos,
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uma suspensdo composta por 1mL de agua ultrapura (Mili Q®) e trés a cinco coldnias
resultantes de culturas de dois a trés dias (NISHIMURA et al., 1996).

2.5 - Identificagdo de amostras positivas de C. jejuni pela PCR

Todas as 143 amostras foram pesquisadas utilizando os oligonucleotideos iniciadores
HIP412F (5-GAA GAG GGT TTG GGT GGT G-3') e HIP1288R (5'-AGC TAG CTT CGC ATA
ATA ACT TG-3') (LINTON et al., 1997), os quais foram usados para amplificar o DNA de C.
jejuni, tendo como alvo o gene hip, da hipuricase. Foi preparada uma mistura para cada
amostra de 17,25uL de agua ultrapura (Milli Q°), 8uL de dNTPs, 5uL de tampéao, 1,5uL de
MgCl,, 4uL de cada um dos dois iniciadores, 0,25uL da enzima Taq polimerase, totalizando
40uL. Esta mistura, adicionada de 10uL de DNA de cada amostra de DNA extraido, era
colocada em um eppendorf, levada ao termociclador (marca PT 200, MJ Research) e
submetida a uma desnaturagao inicial a 94°C por 5 minutos; depois, a 30 ciclos de
amplificagdo que consistiam em desnaturacao (94 °C, por 1 minuto), hibridizacao (58°C, por 1
minuto) e extensao (72°C, por 1 minuto), seguido por um ultimo passo de extensao final a
72°C, por 10 minutos (LINTON et al., 1997).

2.6 - Andlise de amostras positivas de C. jejuni pela PCR-RFLP

Os oligonucleotideos iniciadores na PCR-RFLP foram: 5'-TAC TAC AGG AGT TCA
AGC CTT-3'e 5-GTT GAT GTA ACT TGA TTT TTG-3' (NISHIMURA et al., 1996), utilizados
na reacao que teve como alvo o gene da flagelina (fla A) de C. jejuni. Foi preparada uma
mistura de 17,25uL de agua ultrapura (Milli Q®), 8pL de dNTPs, 5uL de tampao, 4ulL de cada
um dos iniciadores citados acima e 0,25uL da enzima Taq polimerase e somando 40uL desta
mistura, que era adicionada de 10uL de DNA. As amostras eram colocadas em termociclador
e submetidas a uma desnaturacédo a 94°C por 5 minutos e depois submetidas a 30 ciclos de
amplificagdo que incluiam desnaturagdo (94°C, por 1 minuto), hibridizacao (55°C, por 1
minuto) e extensao (72°C, por 1 minuto). O ultimo passo de extensao final foi realizado a
72°C, por 10 minutos. Os fragmentos de 702 pares de base (pb) das amostras positivas



27

foram digeridos usando a enzima de restricao Hae Ill (NISHIMURA et al.,, 1996). Esta
digestdo consistiu em preparar uma mistura de 16uL da enzima Hae Ill, 32uL de tampéo,
176uL de agua ultrapura (Milli Q®), distribuir em 14 eppendorfs e incubar a 37°C, por 2 horas
(NISHIMURA et al., 1996). As amostras eram submetidas a corrida em gel de agarose 1,4%.

2.7 - Identificagdo de amostras positivas de C. coli pela PCR

Foram utilizadas as 143 culturas de Campylobacter spp. que tiveram o DNA extraido
pela técnica de fervura, como descrito anteriormente, e a amplificacdo foi realizada
utilizando-se os seguintes oligonucleotideos iniciadores: CC18F (5'-GGT ATG ATT TCT ACA
AAG CGA G-3') e CC519R (5'-ATA AAA GAC TAT CGT CGC GTC-3'), os quais sao
especificos para C. coli, gene da enzima aspartoquinase, que cataliza a fosforilagdo do acido
aspartico (LINTON et al., 1997). Preparava-se uma mistura de 17,25uL de agua ultrapura
(Milli Q®), 8uL de dNTPs, 5uL de tampao, 1,5uL de MgCl,, 4puL de cada um dos dois
iniciadores e 0,25uL da enzima Taq polimerase, somando 40uL, que eram adicionados a
10uL de DNA de cada amostra e colocados em um eppendorf. Na sequéncia, as amostras
eram colocadas em termociclador e submetidas a desnaturagcédo a 94°C, por 5 minutos,
depois eram realizados 30 ciclos de amplificacdo que incluiam: desnaturacéo (94°C, por 1
minuto), hibridizagdo (60°C, por 1 minuto) e extensédo (72°C, por 1 minuto). Finalmente, as
amostras eram submetidas a uma extenséao final a 72°C, por 10 minutos (LINTON et al.,
1997).

Todos os produtos amplificados de C. jejuni (gene fla A e gene hip) e C. coli foram
analisados em gel de agarose a uma voltagem constante de 5-6 V.cm™, utilizando sempre
um marcador padrao de peso molecular de 100 pb DNA (Gibco-BRL), amostras negativas e
amostras de referéncia como controle positivo. Para Campylobacter jejuni foi utilizada a cepa
CDC 913/PC-264 e para Campylobacter coli a cepa ATCC A3315. Os géis de agarose a
1,4% foram fotografados sob luz UV (300-320 nm) com uma camera Digital Kodak DC/120
Zoom. As imagens foram analisadas usando o programa 1D Image Analysis (Kodak Digital
Science).
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2.8 - Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o programa SAS 6.12 (SAS, 1998). Os testes
verificaram a independéncia das tabelas de contingéncia, utilizando o Teste de Fisher (a =
0,05), e foi testada a presenca e a auséncia de Campylobacter spp. nos oito pontos de
colheita avaliados; a presenca ou a auséncia de Campylobacter spp. nos seis abatedouros; e
a presenca de SIF e SISP e a ocorréncia de Campylobacter spp..
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3 - Resultados e Discussao

De um total de 288 amostras colhidas, a porcentagem de amostras positivas de
Campylobacter jejuni foi de 4,9% (Tabela 1). A maior porcentagem de isolados de C. jejuni foi
observada em amostras de fezes (22,2%). As amostras que nao se apresentaram positivas
foram as de agua de resfriamento, de carcaca nao eviscerada e de carcaca resfriada.

Tabela 1 - Total de amostras analisadas e de amostras positivas para Campylobacter jejuni colhidas na linha de
abate de aves, no periodo de marco de 2003 a agosto de 2004, em abatedouros do Estado de Sao

Paulo.
Numero Amostras positivas C. jejuni
Amostras
de amostras n %
Fezes 36 8 22,2
Penas 36 2 5,6
Agua de escaldamento 36 1 2,8
Agua de evisceragio 36 1 2,8
Agua de resfriamento 36 0 0,0
Carcaca nao eviscerada 36 0 0,0
Carcaga eviscerada 36 2 5,6
Carcaca resfriada 36 0 0,0
Total 288 14 4,9

SCARCELLI et al. (2003), analisando 55 amostras de carcaca de aves, utilizando
técnica de filtragem para isolamento, reportaram 20% de positividade para C. jejuni, valor
este maior do que o encontrado no presente trabalho, este fato pode ser explicado por
diferencas nas técnicas utilizadas ou mesmo pela utilizacdo de antibiéticos na ragcao e maior
controle sanitario nas granjas reduzindo assim a carga bacteriana nas carcacas, bem como
pelo uso de cloro na dgua dos abatedouros, fatores estes que podem ter contribuido para o

resultado inferior da presente pesquisa em relacao ao trabalho de SCARCELLI et al. (2003).
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Estes dados corroboram a importancia das aves como fonte de contaminagéao de C. jejuni
para o ser humano e para outras espécies animais (SKIRROW, 1991; ALTEKRUSE, 1999).
A figura 1 demonstra amostras positivas e negativas para Campylobacter jejuni nas

colheitas realizadas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

500 pb = « 735 pb

Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose de amostras isoladas de Campylobacter jejuni provenientes de abatedouros de
frango. Linha 1: padrdo de 100 pb; linhas 5 e 9: amostra positiva de C. jejuni; linhas 2, 3, 4, 6, 7, 8, 10, 11, 14:
amostras negativas de C. jejuni; linha 12: controle positivo; linha 13: agua esterilizada, usada como controle
negativo.

Neste trabalho, apesar da frequiéncia de isolados ter sido alta em amostras de fezes
(22,2%), uma amostra de agua de evisceracao estava contaminada com C. jejuni (2,8%) e a
presenca de C. jejuni em agua de resfriamento e de carcaca resfriada nao foi identificada.
Achados diferentes dos de CASTRO et al. (1997), pois detectaram altas porcentagens de
contaminagcao por C. jejuni em agua de evisceracdo de abatedouros de aves (35,7%) e
também observaram Campylobacter spp. em aguas de escaldamento e de resfriamento.
VASHIN & STOYANCHEV (2004), em pesquisa na Bulgaria, observaram que as etapas de
depenacéo e evisceracao e a agua de resfriamento foram os pontos de contaminacao mais
relevantes no processo de abate de aves, resultados que diferiram também do presente
trabalho, pois foram as amostras de fezes as que mais estavam contaminadas.

O escaldamento a 58°C faz com que haja um decréscimo na contaminacdo por
Campylobacter spp. na carcaga de aves; entretanto, este processo do abate ndo elimina
completamente a contaminacdo (OOSTEROM & DE WILDE, 1983). HINTON JR. et al.
(2004) afirmaram que as operacdes de processamento das carcagas de aves, tais como
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escaldamento, depenacdo, evisceragdo e resfriamento, podem afetar o nivel de
contaminagao da carcaca por enteropatégenos. Mas a contagem destes patégenos ainda é
significativa na superficie da carne, conforme afirmaram VASHIN & STOYANCHEV (2004).
Estes resultados corroboram os dados do presente trabalho, que verificou duas amostras de
carcacas evisceradas positivas, indicando que mesmo apds as carcacgas terem passado pelo
processo de escaldamento podem ainda apresentar o patdégeno, aumentando o perigo de
contaminagdes cruzadas dentro do abatedouro (VASHIN & STOYANCHEV, 2004).
Substancias como cloro tém sido utilizadas como inibidores do desenvolvimento de
microrganismos na superficie da carne de frango (SILVA, 1998), o que, no caso dos
abatedouros pesquisados, pode ter ocorrido, explicando o fato de ndo terem ocorrido
amostras isoladas de agua de resfriamento e de carcacas resfriadas, pela inibicdo por meio
do cloro.

As 14 amostras isoladas para C. jejuni, analisadas juntamente com os abatedouros
onde foram colhidas, estao apresentadas na Tabela 2. Pode-se constatar que o abatedouro
que teve maior nimero de amostras positivas foi o D 35,7% (5/14), seguido pelo E e B, com
28,6% (4/14) e 21,4% (3/14), respectivamente.

Tabela 2 - Amostras isoladas de Campylobacter jejuni de diferentes pontos na linha de abate de aves e seus

respectivos abatedouros, de marco de 2003 a agosto de 2004, no Estado de Sao Paulo.

Abatedouro Tipo de Inspecao Campylobacter jejuni
SISP 0
SIF 3
SIF 1
SISP 5
4
1

SISP
SIF

Mmoo W >

No abatedouro A nao foram observadas amostras positivas para C. jejuni; é preciso
considerar que os lotes de aves avaliados eram originarios de diferentes locais de criacao, e
que pode nao ter havido contaminacédo das aves abatidas nos dias de colheita de amostra.
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Pode-se supor que alguns lotes ndo estavam contaminados por Campylobacter spp.
provavelmente devido ao uso de antibiéticos na dieta destas aves, quando ainda estavam em
fase de criacao.

Nas amostras de penas uma foi positiva para Campylobacter coli, representada no gel

de eletroforese (Figura 2).

1 2 3 4

500 pb =» 500 pb

&

Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose onde pode ser observada a amostra positiva para C. coli. Linha 1: padrao 100pb;
linha 2: controle positivo; linha 3: controle negativo; linha 4: amostra isolada de pena, positiva para C. coli

Em 0,35% das amostras C. coli foi detectado. Este valor € menor do que o encontrado
no trabalho de ERTAS et al. (2004), que analisaram amostras de intestino e figado de 200
aves e observaram 11% de positividade para C. coli NIELSEN & NIELSEN (1999)
estabeleceram que a freqiéncia de C. coli foi de 15% em 156 amostras de diferentes
produtos de aves. Os resultados apresentados por esse autores demonstram uma diferenca
na ocorréncia de C. coli em relagdo ao presente trabalho. No entanto, estudos sobre
prevaléncia de campilobacteriose em aves indicam que a espécie C. jejuni é encontrada de
forma mais comum do que C. coli (GENIGEORGIS, 1987; ERTAS et al., 2004; MODOLO et
al., 2005) fato que ocorreu na presente pesquisa.

ZHAO et al. (2001), nos Estados Unidos, analisando 184 amostras de carne crua de
aves, observaram que as amostras, em sua maioria, apresentavam-se positivas para
Campylobacter spp. (70,7%). No Brasil, altas porcentagens de C. jejuni e C. coli, de 25% a
50%, tém sido isoladas de aves saudaveis (MACHADO et al., 1994; CASTRO et al., 1997).
As prevaléncias de C. jejuni em produtos avicolas podem variar de 0 a 100%
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(GENIGEORGIS, 1987). A presenca de C. jejuni e C. coli em carcacas pode ser fundamental
na transmissao de campilobacteriose a seres humanos (ERTAS et al., 2004).

As 14 amostras positivas para C. jejuni na PCR foram analisadas pela técnica de
PCR-RFLP; destes isolados evidenciaram-se trés diferentes padrdes de perfis de restricao,
denominados 1, 2 e 3 (Figura 3). Os perfis 1 e 2 ocorreram trés vezes cada um, e o perfil 3
ocorreu duas vezes. Outras seis amostras analisadas nao apresentaram bandas na

eletroforese.
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Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose mostrando trés perfis de restricdo de produtos de PCR-RFLP digeridos pela enzima
Hae lll. Linhas: 1 e 17, marcador molecular de 100 bp; linha 2: fragmento de 702 pb do gene fla A (controle
positivo); linhas 3, 6 e 10: perfil de restricdo 1; linhas 12, 13 e 14: perfil de restricdo 2; linhas 4 e 5: perfil de
restricdo 3; linhas 7, 8,9, 11, 15 e 16: DNA insuficiente.

Com relacao a distribuicdo dos perfis de restricdo entre os abatedouros, dois perfis de
restricdo diferentes foram detectados no abatedouro B: o perfil 1, observado em uma
amostra de fezes, e o perfil 3, presente em duas amostras de fezes. No abatedouro C as
amostras ndo tiveram seu DNA cortados pela enzima Hae Ill. No abatedouro D, foi detectado
o perfil de restricdo 1 em amostra de fezes, as demais amostras ndo tinham sitio de ligacao
para a enzima Hae lll. O perfil de restricao 2 foi detectado no abatedouro E em uma amostra
de fezes e em duas amostras de penas. Nenhuma amostra positiva de C. jejuni foi verificada

no abatedouro A. Nao foi possivel analisar as amostras positivas do abatedouro F pela
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técnica de PCR-RFLP, devido ao fato de algumas cepas ndo terem sitio de restricdo para a
Hae lll, ndo havendo um perfil, portanto, a ser detectado por esta enzima.

As amostras de alguns abatedouros nao apresentaram C. jejuni e C coli,
provavelmente por ndo terem sido colonizadas pelo agente, e alguns fatores podem ter
contribuido para este fato, como, por exemplo, a adicdo de antibidticos na racao durante a
fase de producédo das aves. O aumento na produgdo de carne mundial em muitos paises
desenvolvidos ocorreu devido a intensificacdo da producdo, que vem acompanhada,
freqientemente, do uso de antimicrobianos, os quais séo utilizados na terapia de doenca e
na promocao do crescimento, particularmente na producao de aves (WHO, 2002).

Os trés diferentes perfis de restricdo identificados no presente estudo sao similares
aos encontrados em estudo utilizando a mesma técnica, com fezes humanas na China e no
Japao por NISHIMURA et al. (1996); também correspondem aos perfis observados em
amostras de fezes de aves e humanos na Republica Tcheca por STEINHAUSEROVA et al.
(2002) e por SCARCELLI et al. (2003) em amostras do Brasil e da Italia. A similaridade entre
esses perfis sugere uma distribuigdo mundial desses diferentes subtipos de C. jejuni. A
presenca de amostras positivas para C. jejuni com diferentes perfis de restricdo, ja
reportados em amostras de fezes de seres humanos em outros trabalhos utilizando a mesma
técnica, corrobora a hipbtese de que as aves podem atuar como uma importante fonte
disseminadora de Campylobacter spp. na transmissao para os seres humanos, sendo a
campilobacteriose uma importante zoonose (ACHA & SZYFRES, 1986; BUTZLER, 2004).

Além desta distribuicdo cosmopolita deve-se destacar a possibilidade do C. jejuni
causar doenca em seres humanos tanto sob a forma aguda com diarréia, dores abdominais,
caibras, nausea, vomito e febre, bem como doencgas crbénicas, como a sindrome de Guillian-
Barré, artrite reativa, miocardite e pericardite; podendo levar a morte criangas, idosos e
imunocomprometidos (KOTULA & PANDYA, 1995).

A reprodutibilidade e a capacidade discriminatéria de métodos de tipificacdo sao
necessarias para identificar a origem das infeccdes e delimitar as possiveis rotas de
contaminacao e origem das infeccdes pelos diferentes perfis de restricao (DESAI et al.,
2001). Além disso, novas técnicas laboratoriais sdo necessarias para diferenciar surtos nao
epidemiologicamente relacionados (FITZGERALD et al, 2001). Freqlentemente,
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contaminagdes alimentares por multiplas cepas de Campylobacter spp. impedem a
delimitacdo de rotas de transmissdo e melhor reconhecimento dos surtos (DESAI et al.,
2001).

A analise estatistica (Teste de Fisher, a = 0,05) (ZAR, 1999) indicou que houve
diferenca significativa entre a presenca e a auséncia de Campylobacter spp. nos oito pontos
de colheita avaliados (p < 0.05). Por outro lado, ndo houve diferenca significativa entre a
presenca ou a auséncia de Campylobacter spp. nos seis abatedouros pesquisados bem
como no tipo de abatedouro pesquisado (SIF ou SISP) (p > 0,05).
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4 - Conclusoes

Este trabalho demonstrou que as fezes sdo importantes vias de eliminagdo, e as
penas, ao serem contaminadas pelas fezes, tornam-se importantes vias de transmissao de
bactérias do género Campylobacter spp. das aves para a linha de abate, portanto a origem
da contaminacdo advém do local onde as aves foram produzidas. O processamento parece
diminuir a contaminagdo nas carcacas, por isso modificacées na producédo, no transporte e
no processamento seriam mais efetivos na reducdo da populagdo destes patégenos nas
aves antes do abate.

A contaminacdo ao longo da linha de abate diminuiu, concluindo-se assim que 0s
procedimentos utilizados no processo de abate, tais como cloracdo da agua e resfriamento,
sao eficientes na diminuicdo do numero de patégenos, pois nas fezes, penas, agua de
escaldamento, agua de evisceracao e carcaca eviscerada foram encontradas mais amostras
contaminadas e nas amostras de agua de resfriamento e carcaca resfriada ndo foram
detectadas amostras positivas.

Os resultados obtidos neste estudo, de acordo com a metodologia utilizada, indicam
que o processamento inadequado das aves nos abatedouros pode representar uma forma de
introducao de C. jejuni e C coli na cadeia alimentar de seres humanos, enfatizando assim a
importancia de melhorias nas medidas de controle destes microrganismos em abatedouros
de aves, bem como em etapas que antecedem o abate.

Adicionalmente, por estes patdégenos terem sido isolados na carcaca eviscerada, ha
risco de contaminagédo da carcaca resfriada, apesar de nao terem sido isolados, por isso 0s
consumidores devem ser alertados e educados para os procedimentos corretos de
manuseio, sanitizacdo e cozimento das aves, a fim de eliminar estes e outros patégenos

potenciais causadores de intoxicacdes alimentares.
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Capitulo 3 - Identificacao de Salmonella spp., Salmonella Enteritidis e Salmonella
Typhimurium isoladas na linha de abate de aves utilizando a técnica de reacao em
cadeia da polimerase (PCR)-multiplex e avaliacao de resisténcia antimicrobiana

Resumo - O presente trabalho teve como objetivo verificar a ocorréncia de Salmonella
spp., Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium em abatedouros de aves e avaliar a
resisténcia das amostras isoladas frente a antimicrobianos de uso comum. Foram colhidas
amostras de fezes; penas; agua de escaldamento, evisceracado e resfriamento; e amostras
de carcaca nao eviscerada, eviscerada e resfriada em seis abatedouros de aves.
Inicialmente, foi realizado o isolamento microbiol6gico e o teste de sensibilidade a 12 agentes
antimicrobianos; as amostras positivas para Salmonella spp. isoladas foram caracterizadas
utilizando-se a PCR-Multiplex para identificagdo de Salmonella Enteritidis e Salmonella
Typhimurium. Os oligonucleotideos iniciadores que tinham como alvo os genes invA (gene
de invasao do género Salmonella, 521pb), sefA (antigeno de fimbria de S. Enteritidis, 497pb)
e pefA (que codifica plasmideo de fimbria de S. Typhimurium, 330pb). Salmonella spp. foi
detectada em 18% (52/288) dos isolados, enquanto S. Enteritidis em 5,6% (16/288) e S.
Typhimurium em 2,4% (7/288). Os testes de resisténcia aos antimicrobianos apontaram 25
amostras resistentes ao aztreonam e a ampicilina (86,2%), 21 a tetraciclina (72,4%) e 16 a
amoxicilina/acido clavulanico e sulfazotrim (55,2%). Os isolados apresentaram menor
resisténcia a gentamicina, com uma amostra (3,45%). Nenhum dos isolados testados
apresentou 100% de resisténcia ou sensibilidade aos antimicrobianos utilizados. Os
resultados indicam que ha uma necessidade de melhorar a qualidade higiénico-sanitaria em

linhas de abate de aves e o cuidado com o uso indiscriminado de antibi6ticos na avicultura.

Palavras-chave: abatedouro de aves, PCR-multiplex, Salmonella spp., Salmonella Enteritidis,
Salmonella Typhimurium.
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Identification of Salmonella spp., Salmonella Enteritidis and Salmonella Typhimurium
isolates from chicken abattoir lines by Polymerase Chain Reaction (PCR)-Multiplex
technique and antibiotic resistance evaluation

Summary - The present study was carried out to report the occurrence of Salmonella
spp., Salmonella Enteritidis, and Salmonella Typhimurium in chicken abattoirs and the
resistance of these isolated samples to antibiotics of common use. Samples of feces;
feathers; scald, evisceration, and chiller water; and non-eviscerated, eviscerated, and chilled
carcasses were collected from six chicken abattoirs. Firstly were accomplish a microbiological
isolation, and were done a sensibility test to 12 antibiotics, and then the isolates were
identified by a multiplex-PCR to investigate the occurrence of Salmonella Enteritidis e
Salmonella Typhimurium. Were used three sets of primers targeting the invA (521 bp), pefA
(330 bp), and sefA (497 bp) gene sequences for Salmonella spp., S. Typhimurium and S.
Enteritidis, respectively. Salmonella spp. was detected in 18% (52/288) of the isolates,
whereas serovars Enteritidis and Typhimurium were identified in 5.6% (16/288) and 2.4%
(7/288), respectively. Antibiotic tests indicate 25 resistant samples to aztreonam and to
ampicilin (86.2%), 21 to tetracycline (72.4%) and 16 to amoxicilin/clavulanic acid and to
sulfazotrim (55.2%). The isolates showed lower resistance to gentamicin, with one resistant
sample (3.45%); two samples were resistant to amicacin (6.9%). None sample tested were
100% resistant or sensitive to all the antibiotics tested. The results exhibit the need to improve
hygiene and sanitary standards in poultry slaughter lines, and care with the indiscriminate use

of antibiotics in aviculture.

Keywords: chicken abattoir, Multiplex-PCR, Salmonella spp., Salmonella Enteritidis,
Salmonella Typhimurium.
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1 - Introducao

Salmonella spp. € um patégeno de importancia na industria de alimentos, pois é
isolado e identificado com freqiéncia como agente etioldgico de surtos de doencas
veiculadas por alimentos (SIQUEIRA et al., 2003). E um microrganismo isolado de carne de
aves, e 0 consumo desta mal-cozida ou a contaminagdo de outros alimentos cozidos pela
carne crua & a principal causa de infeccoes relacionadas a produtos de origem avicola
(BOER & HAHNE, 1990; SOUMET et al., 1999).

Por ser Salmonella spp. um agente presente no trato gastrointestinal das aves
domésticas, cuidados no abate devem ser tomados para que a carne ndao venha a se
contaminar, principalmente no momento da evisceracdo, que € uma operacao feita de
maneira brusca e leva ao rompimento das visceras, contaminando assim a carne e tornando
possivel a veiculagdo do agente aos seres humanos.

Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium s&o os sorotipos de Salmonella spp.
mais freqlentes em nosso meio e causam enfermidade de distribuicdo mundial. A
gastroenterite por Salmonella spp. € uma zoonose que se transmite pela ingestdo de
alimentos, agua ou contato com fémite, contaminados por fezes de pessoa ou animal
infectado (ACHA & SZYFRES, 1986; FURTADO et al., 1998; GIL-SETAS et al., 2002).

A incidéncia de salmonelose em seres humanos continua aumentando em varias
partes do mundo, mesmo com todo o desenvolvimento tecnolégico utilizado na producao de
alimentos e a adocao de melhores medidas higiénico-sanitarias. A preocupacado com a
qualidade dos alimentos envolve ndo sé os riscos de veiculacdo de enfermidades para o
consumidor, mas também perdas econémicas devidas as alteracbes microbianas ocorridas
no alimento.

Os surtos de salmonelose humana podem ter um custo bastante elevado, pois devem
ser computados os custos médicos e as perdas de produtividade, de modo que a legislacédo
proibe a existéncia deste microrganismo em 25 g ou mL de alimento (BRASIL, 1993). Nos
paises em desenvolvimento, as diarréias agudas causadas por agua ou alimentos
contaminados constituem a principal sindrome das febres tiféide, paratifdide e das
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salmoneloses, que tém sido responsaveis por elevada taxa de mortalidade e morbidade
infantil.

Levantamentos epidemiol6gicos realizados em varios paises situam as salmonelas
entre os agentes patogénicos mais freqiientemente encontrados em surtos de toxinfeccao de
origem alimentar, tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento, sendo os
produtos avicolas um dos mais relevantes veiculos de transmissdao de Salmonella spp. A
presenca de Salmonella spp. em aves e sua transmissao a seres humanos representam um
sério problema sanitario para a avicultura e a saude publica (ACHA & SZYFRES, 1986).

Em trabalho conduzido no Rio Grande do Sul, foi verificada a ocorréncia de surtos de
salmonelose em 99 relatérios de investigacdo destes; a salmonelose correspondeu a 74,7%,
sendo 11,4% associados ao consumo de carne de aves (NADVORNY et al., 2004). No
Estado do Rio de Janeiro, em estudo de 53 surtos que acometeram 461 pessoas, a
Salmonella spp. foi responsavel por 7% e atingiu maior niumero de individuos (15,8%),
inclusive com um 6bito (FERNANDEZ et al., 2001). ZHAO et al. (2001) relatam a ocorréncia
de 1,4 milhdes de casos de salmonelose em seres humanos nos Estados Unidos.

Tanto a presenca quanto a disseminagcdo de Salmonella spp. nos alimentos
representam uma importante preocupacgao na industria avicola, ja que podem determinar um
decréscimo no consumo de carne de aves representando uma ameaga ao comércio avicola
nacional e internacional (IKUNO et al., 2004). Salmonella spp. é rotineiramente detectada em
amostras clinicas, de alimentos e de meio ambiente, utilizando cultivo microbiolégico, depois
de ser realizado um enriquecimento seletivo e poderem ser sorotipadas. Embora esse
microrganismo tenha uma multiplicacédo rapida, mais de 72 horas sdo necessarias para sua
cultura e sorotipagem (WOODWARD & KIRWAN, 1996). Dado que a técnica PCR e outras
técnicas moleculares propiciam um resultado rapido e com alto grau de especificidade,
constituem uma ferramenta de grande utilidade no diagnéstico microbiolégico (WOODWARD
& KIRWAN, 1996). STONE et al. (1994), além dos fatores supracitados, comentam ainda o
fato do uso das vérias técnicas de PCR propiciarem um aumento do numero de amostras
positivas e, ao mesmo tempo, reduzido numero de falsos negativos, podendo as amostras

serem processadas em grande niumero e em um curto periodo de tempo.
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Em pesquisa com diversos alimentos enviados para um laboratério na cidade de Séao
Paulo, SP, nas 140 amostras isoladas de Samonella spp. havia 17 sorotipos, e S. Enteritidis
esteve presente em dez dos 12 tipos de alimentos pesquisados, sendo o frango “in natura” o
alimento em que mais se obteve isolados, 77,1% (LIRIO et al., 1997). Em trabalho com
cortes de frango (coxa e peito) verificaram-se, de um total de 15 amostras, quatro positivas
para Salmonella spp. (26,7%) (GONCALVES et al., 1998). Trabalho com carcacgas de frango
determinou uma frequéncia de Salmonella spp. de 94% (CASON et al., 1997). SANTOS et al.
(2000), avaliando 150 carcagas de frango congeladas, identificaram 32% das amostras
positivas para Salmonella spp..

Estudo reunindo casos em 15 paises da Europa (Austria, Bélgica, Dinamarca,
Inglaterra e Pais de Gales, Franca, Alemanha, Irlanda, ltalia, Holanda, Portugal, Escécia,
Espanha, Suécia e Suicga) notificou 59.965 isolados de Salmonella spp., em 1993, e 55.911,
em 1995 (ROWE & BARTLETT, 1997). Os autores ainda ressaltam que a infeccao por S.
Typhimurium é um problema emergente. A maior parte das S. Typhimurium isoladas na
Inglaterra e no Pais de Gales sao estirpes multirresistentes aos medicamentos, o que reduz
as opgoes terapéuticas nos casos de infeccdo invasiva (ROWE & BARTLETT, 1997).

O uso de antibidticos como promotores de crescimento € um assunto que tem gerado
muita polémica, tanto com relacdo a preocupag¢des com a saude animal, pela perda da
eficiéncia ao longo do tempo, quanto com a saude humana, pelo desenvolvimento de cepas
resistentes.

O surgimento de cepas resistentes de Salmonella spp. € comum, e esse fato é
agravado com o uso indiscriminado de antibiético em ragdes animais, principalmente os
promotores de crescimento. Portanto, ragdes avicolas tém sido relatadas como um elo de
grande importancia no ciclo epidemiolégico da salmonelose aviaria. REIS et al. (1995)
relatam ainda que o emprego de antibiéticos em racdes, para promover o crescimento, tem
contribuido para potencializar a distribuicdo de salmonelas resistentes presentes nas aves,
agravando assim as infec¢oes alimentares causadas por estas bactérias.

Analisando 200 amostras de ragao avicola, BERCHIERI JR. et al. (1993) verificaram
que 20 (10%) estavam contaminadas com mais de um sorotipo de Salmonella spp.; ao

testarem as cepas isoladas frente a agdo de antimicrobianos, detectaram 92,86% resistentes
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a tetraciclina, 75% a cefalotina, 46,5% a ampicilina, 21,4% a amicacina e sulfazotrim, 17,9%
ao cloranfenicol e 6,3% a cefoxitina. BERCHIERI JR. & PAULILO (1985) testaram a
sensibilidade de 139 cepas de Salmonella spp. isoladas de amostras de farinha de origem
animal pertencentes a 32 sorotipos e verificaram que todas as cepas foram sensiveis ao
cloranfenicol e sulfato de colistina e resistentes a sulfazotrim, bacitracina e penicilina.
Verificou-se também resisténcia parcial a tetraciclina (77,1%), acido nalidixico (18%),
nitrofurantoina (2,16%), amicacina (1,44%) e cefoxitina (0,7%).

Em estudo com 60 amostras de farinha de carne e osso e 60 de farinha de sangue,
constituintes de ragdo para animais, identificaram-se 25 amostras positivas para Salmonella
spp. e oito sorotipos; 0 maior indice de resisténcia a antimicrobianos foi em relacao ao acido
nalidixico (43,1%), seguido por estreptomicina (3,4%) e ampicilina (1,7%) (CALIXTO et al.,
2002). Os autores ainda ressaltam que a utilizagao de farinhas de origem animal como fonte
de proteina na racdo de frangos é ponto importante e deve ser monitorada, pela
potencialidade da contaminagao por Salmonella spp., que pode chegar a carne e aos 0ovos.

Em outra pesquisa, BERCHIERI JR. et al. (1987), testando 18 amostras de Salmonella
spp. isoladas de abatedouros, verificaram que todas foram sensiveis a colistina e ao acido
nalidixico e resistentes a tetraciclina. Foi verificada resisténcia parcial aos seguintes
antimicrobianos: amicacina, ampicilina, cefalotina, cloranfenicol, lincospectin, neomicina,
tobramicina e nitrofurantoina. MARTINS et al. (2000) analisaram 26 amostras de miudos de
aves e isolaram 11 amostras de Salmonella spp., observando que 54,5% das amostras foram
resistentes ao cloranfenicol e 45% a ampicilina.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de estudar a ocorréncia de
Salmonella spp., Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium em abatedouros de aves
no Estado Sao Paulo e avaliar a ocorréncia destes patdgenos intestinais na agua na linha de
abate. Além disso, as amostras de Salmonella spp. isoladas foram caracterizadas utilizando
a técnica de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) do tipo multiplex utilizando
oligonucleotideos iniciadores que tinham como alvo os genes invA (gene de invasao do
género Salmonella), sefA (antigeno de fimbria de S. Enteritidis) e pefA (que codifica
plasmideo de fimbria de S. Typhimurium). Objetivou-se também avaliar o comportamento
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das amostras de Salmonella spp. frente a acdo de antimicrobianos de uso comum em

avicultura.
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2 - Material e Métodos

2.1 - Amostragem

Em um total de 12 visitas, 288 amostras foram colhidas, incluindo: fezes; penas; agua
de escaldamento, de evisceracao e de resfriamento; e amostras de carcaca ndo eviscerada,
eviscerada e resfriada obtidas por enxaguadura. As colheitas ocorreram no inicio, meio e
final da jornada de trabalho, em trés abatedores de aves com Servico de Inspecao Federal
(SIF) (B, C e F) e em trés abatedores com Servigo de Inspecédo Estadual (SISP) (A, D e E),
todos localizados no Estado de Sao Paulo.

As amostras de fezes foram colhidas na plataforma de recebimento das aves, em
sacos de polietileno esterilizados. As penas foram colhidas em areas adjacentes a
depenadeira e, da mesma forma, colocadas em sacos de polietileno esterilizados. Volumes
de 400mL das amostras de aguas de escaldamento, evisceracdo e resfriamento foram
colocados em frascos esterilizados (500mL). As amostras de carcaga nao eviscerada,
eviscerada e resfriada foram colhidas na linha de abate pelo método de enxaguadura, que
consistiu em colocar a carcaca em sacos esterilizados de polietilieno com 300mL de agua
peptonada 1%. A solucao resultante era colocada em frascos esterilizados (500mL).

As amostras foram transportadas em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel até o
Laboratério de Andlises de Alimentos do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e
Reproducao Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus Jaboticabal —

Unesp.

2.2 - Preparo das amostras para analise:

Amostras de fezes: das amostras de fezes foi pesado 1g e diluido em 10mL de
solucao salina 0,9%, misturou-se e deixou-se decantar por 5 minutos.

Amostras de penas: 25g de penas foram adicionados em 45mL de caldo tioglicolato
e agitados vigorosamente (BERCHIERI JR. et al., 1987).
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Amostras das aguas: 100mL das amostras de agua dos tanques de depenacao,
evisceracao e refrigeramento foram transferidos para frascos esterilizados contendo 100mL
de agua peptonada a 2%, incubados por 24 horas a 43°C (BERCHIERI JR. et al., 1987).

Amostras de carcacas: As amostras de carcaga nao eviscerada, eviscerada e
resfriada obtidas por enxaguadura foram primeiramente incubadas por 18 a 24 horas a 43°C
(BERCHIERI JR. et al., 1987).

2.3 - Isolamento de Salmonella spp. e extragdo do DNA

Todas as amostras isoladas foram processadas de acordo com as normas brasileiras
(BRASIL, 1993). Os procedimentos a seguir foram os mesmos para todas as amostras
isoladas: 1mL foi transferido para tubo contendo 10mL de caldo selenito-cistina e para tubo
com 10mL de caldo Rappaport-Vassiliadis, ambos os meios adicionados de 0,1mL de
novobiocina 4%; incubava-se por 24 horas a 43°C. Uma alcada foi semeada em placa
contendo agar verde-brilhante vermelho de fenol-lactose-sacarose (BPLS) e em placas
contendo agar Mac Conkey, incubados por 24 horas a 37°C. A partir do agar BPLS foram
selecionadas colbnias caracteristicas de Salmonella spp., as quais sao incolores ou rosadas,
entre translicidas e ligeiramente opacas, cujo meio basico apresentava tom maravilha; do
agar Mac Conkey foram selecionadas as colénias incolores com meio basico de cor palha.
As colbnias sugestivas foram semeadas em agar triplice agucar ferro (TSI) inclinado e agar
lisina ferro (LIA) inclinado; apds incubagédo por 24 horas a 37°C, procurou-se observar na
leitura a base acida com gas e bisel alcalino com produc¢éo de H,S, para o meio TSI; para o
meio LIA cor inalterada, permanecendo purpura, com ou sem producéo de H.S.

Foi realizada confirmagdo com teste sorologico de aglutinacao rapida. Este consistiu
em adicionar 2mL de solucao salina a 0,85% ao cultivo do agar TSI. Apés homogeneizacao,
foram depositadas duas gotas da suspensdao em lamina de vidro, acrescentando uma gota
do soro Salmonela polivalente somatico sobre uma das gotas da suspensao, misturando-as,
e sobre a outra, uma gota do soro Salmonella flagelar; apdés 1 a 2 minutos verificou-se se
ocorreu aglutinacao (BRASIL, 1993). As amostras positivas apresentaram aglutinagéo para
os dois tipos de soro e foram semeadas em meio agar nutriente, incubadas por 24 horas a
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37°C e devidamente refrigeradas, para posterior analise de PCR-multiplex.

Coldnias de dois a trés dias de cultivo em meio agar nutriente foram submetidas a
extracdo do DNA empregando um kit comercial (Wizard® Sv Genomic DNA Purification
System, Promega). Inicialmente, foram homogeneizadas com 200uL de tampéao de digestao,
50uL de EDTA (pH 8,0), 20uL de proteinase K (20mg/mL) e 5uL de solucdo RNAse A
(4mg/mL) (fornecidos no kit) e incubadas em banho-seco (Thermomixer 5436, Eppendorf) a
65°C por duas horas. A seguir, a preparacio foi aplicada na coluna (Wizard® SV Minicolumm
Assembly) e centrifugada a 12.000 rpm por trés minutos. O filtrado foi descartado e a coluna
foi lavada por quatro vezes com 650uL de solucao de lavagem com centrifugacédo a 12.000
rpm por dois minutos. Apds a ultima lavagem, o DNA foi eluido com 200uL de tampao TE
(Tris-HCI 10 mM, pH 7.5, EDTA 1 mM) e armazenado a -20 °C.

2.4 - Oligonucleotideos iniciadores

As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores usados na técnica de PCR-multiplex
foram selecionadas baseadas em regides conservadas 5-3' do gene de invasao (invA) de
Salmonella spp. (nimero de acesso no GenBank: M90846), do gene de fimbria (sefA) de
Salmonella Enteritidis (nUmero de acesso no GenBank: L03833) e do plasmideo de viruléncia
de fimbria (pefA) de Salmonella Typhimurium (nimero de acesso no GenBank: AB041905).
Esta ultima seqUéncia génica amplifica tanto para S. Enteritidis quanto para S. Typhimurium,
contudo a diferenciacao é feita pela presenca de um sitio de restricdo para a enzima Kpn |, o
qual nao existe em S. Enteritidis. As seqlUéncias de iniciadores utilizada no estudo estédo
demonstradas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Seqiiéncia de oligonucleotideos iniciadores utilizados na PCR-multiplex.

Gene Posicao e orientacao Fragmento Numero de
Sequéncia de nucleotideos (5'-3)
alvo na sequéncia-alvo* amplificado (pb) acesso
invA-1 TTGTTACGG CTATTT TGA CCA 929 — 949
521 M90846
invA-2 CTG ACT GCT ACCTTG CTG ATG 1429 « 1449
sefA-1 GCA GCG GTT ACT ATT GCA GC 175 — 194
330 LO3833
sefA-2 TGT GAC AGG GAC ATT TAG CG 485 «— 504

pefA-1  TTC CAT TAT TGC ACT GGG TG 2891 — 2910

497 AB041905
pefA-2 GGC ATCTTT CGC TGT GGC TT 3368 « 3387

* a seta indica a orientagdo dos oligonucleotideos.

2.5 - PCR-multiplex

A amplificacdo foi realizada em volume de 25uL, contendo 2,5uL de tampé&o de reacao
(50 mM de KCI, 10 mM de Tris-HCI, pH 8,3), 2,5 mM de MgCl,, 200 uM da mistura de dNTPs,
0,2 uM de cada primer invA (STONE et al, 1994), 0,5 uM de cada primer sefA
(WOODWARD & KIRWAN, 1996) e 0,1uM de cada primer pefA (HANEDA et al., 2001), 2,5U
de Taqg DNA polimerase (MBI Fermentas) e 2uL de amostras de DNA. A amplificacéao foi
realizada em termociclador automatico (PTC-100, MJ Research) por 35 ciclos repetidos de
desnaturacao (94°C, por 30segundos), hibridizacao (55°C, por 1 min) e extensao (72°C, por 1
min), com uma extensao final a 72°C por 7 minutos. A analise do produto amplificado foi
realizada por eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampao TAE (40 mM de Tris-
acetato, 1 mM de EDTA, pH 7,5) e o produto foi evidenciado com brometo de etideo
(0,5ug/mL). A imagem no gel, sob luz UV, foi registrada em fotodocumentador acoplado a um
computador (Alphalmager™ 1220, Alpha Innotech Corporation). O padrdo de peso molecular
empregado foi o de 100 pb (MBI Fermentas). Amostras de referéncia, usadas como controle
positivo foram Salmonella cholerasuis subsp. cholerasuis serotype Enteritidis - ATCC 13076

e Salmonella cholerasuis subsp. cholerasuis serotype Typhimurium - ATCC 19585.
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2.6 - Andlise de enzima de restricao

Para identificacdo do produto final amplificado para o gene pefA, 10uL do produto foi
digerido com 2U da enzima de restrigdo Kpn | (GibcoBRL®) a 37°C por trés horas. Os
produtos da digestdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corados
com brometo de etideo.

2.7 - Teste de sensibilidade a agentes antimicrobianos

O teste de sensibilidade a agentes antimicrobianos realizado com 29 amostras de
Salmonella spp. (16 amostras de Salmonella spp., nove amostras de S. Enteritidis e quatro
amostras de S. Typhimurium) seguiu a metodologia de Kirby-Bauer (BAUER et al., 1966).
Utilizaram-se doze antimicrobianos, sendo: amoxicilina mais acido clavulanico (20 e 10ug),
aztreonam (30ug), amicacina (30ug), ampicilina (10ug), cefalotina (30ug), cefoxitina (30ug),
cefotaxima (30ug), cloranfenicol (30ug), gentamicina (10ug), sulfazotrim (25ug), tetraciclina
(30ug) e tobramicina (10ug) (Multidiscos — Laborclin).

Para a realizagdo desta prova, as amostras de Salmonella spp. foram inoculadas em
caldo tripticase soja e incubadas a temperatura de 37°C, por 20 horas. Apos este periodo,
realizou-se a centrifugacdo das amostras a 4°C, 8.000 rpm, por 10 minutos, retirou-se o
sobrenadante e completou-se com solucao salina a 0,9% até obtencdo de uma turvacao
semelhante ao padrao cinco da solucédo de cloreto de bario. Essa solucao foi obtida pela
adicao de 0,5mL de uma solucao de cloreto de bario 1%, completando o volume para 10mL
mediante a juncdo de um soluto de acido sulfurico a 1% (BIER, 1990). A partir de cada uma
das amostras foi feita a semeadura em agar Muller-Hinton/sangue, utilizando-se um suabe
de algodao estéril. Retirava-se 0 excesso do caldo pressionando-se o algodao nas paredes
do tubo para depois semear nas placas de forma uniforme. Apds cinco minutos, usando uma
pinca flambada, colocaram-se os polidiscos de antibidtico, incubou-se por 18 horas a
temperatura de 37°C; decorrido este tempo, procedeu-se a medicdo dos halos de inibicdo

formados em torno dos respectivos principios ativos (BAUER, et al. 1966), cujos resultados
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foram comparados com os da tabela fornecida pelo laboratério fabricante dos referidos

discos.

2.8 - Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa SAS, verséo 6.12 (SAS, 1998).
Os testes verificaram a independéncia das tabelas de contingéncia, utilizando o método de
Fisher, e foi testada a significancia estatistica da ocorréncia de Salmonella spp. entre os seis
abatedouros e entre o isolamento de Salmonella spp. observado nos oito pontos de colheita

de amostras.



57

3 - Resultados e Discussao

Das 288 amostras submetidas ao isolamento microbiolégico para Salmonella spp., 52
foram positivas; os resultados da PCR-multiplex, que identificaram os sorotipos S. Enteritidis
e S. Typhimurium, estdo demonstrados na Tabela 2. A freqiiéncia de isolados de Salmonella
spp. variou de 5,6 a 25%, enquanto para S. Enteritidis e S. Typhimurium as freqiéncias
variaram de zero a 11,1% e de zero a 8,3%, respectivamente.

As amostras mais contaminadas por Salmonella spp. foram as de carcagca nao
eviscerada, que somaram nove amostras (25%), e as de aguas do tanque de resfriamento,
também nove amostras (25%). As amostras de fezes e de carcacga resfriada mostraram
niveis de contaminacao por Salmonella spp. de 22,2%. Em relacdo ao numero de amostras
positivas em cada um dos oito pontos de amostragem, pode-se observar que havia pelo
menos duas amostras positivas para Salmonella spp., Salmonella Enteritidis ou Salmonella

Typhimurium em cada ponto pesquisado.

Tabela 2 - Niimero de amostras positivas para Salmonella spp., S. Enteritidis e S. Typhimurium, do total de amostras colhidas
em seis abatedouros, de marco de 2003 a agosto de 2004, no Estado de Sao Paulo.

Amostras NGmero Salmonella spp. S. Enteritidis S. Typhimurium
n Y% n Yo n Y%
Fezes 36 8 22,2 2 5,6 0 0
Penas 36 3 8,3 1 2,8 0 0
Agua de escaldamento 36 2 5,6 1 2,8 0 0
Agua de evisceragao 36 7 19,4 1 2,8 1 2,8
Agua de resfriamento 36 9 25,0 4 11,1 2 5,6
Carcaca nao eviscerada 36 9 25,0 0 0 3 8,3
Carcaga eviscerada 36 6 16,7 3 8,3 1 2,8
Carcaga resfriada 36 8 22,2 4 11,1 0 0
Total 288 52 18,0 16 5,6 7 24
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A Figura 1 mostra foto de gel de agarose com a reacao de restricdo, digeridas pela
enzima Kpnl, realizada nas amostras de Salmonella spp., para deteccao de Salmonella
Enteritidis e Salmonella Typhimurium.

M 1 2 3 4
e
S—
—
A —
500 pb » s - — @« 497 pb
— B @ 349 pb
@« 148 pb
M 1 2 3 4

Figura 1 - Analise com enzima de Restricdo. Fragmentos de S. Enteritidis e S. Typhimurium, gene plasmidial que codifica
viruléncia de fimbria (pefA) amplificado pela PCR das amostras positivas de Salmonella spp. e digeridas com Kpnl.
Linhas: M- padrdao 100pb; 1, 3- S. Enteritidis; 2, 4- S. Typhimurium. Condigbes de Eletroforese: 10 puL do produto da
PCR, gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo, 80V/1h.

Ao se analisarem sob a técnica de PCR-Multiplex as amostras isoladas
microbiologicamente, 52 foram positivas para Salmonella spp. (18%), 16 para Salmonella
Enteritidis (5,6%) e sete para Salmonella Typhimurium (2,4%). Em estudo microbiol6gico
realizado com cortes de aves, 15 amostras de coxa e peito, no Estado do Rio de Janeiro a
frequéncia de Salmonella spp. foi de 26,7% (GONCALVES et al., 1998). Nos Estados
Unidos, CASON et al. (1997) observaram 20% de ocorréncia de Salmonella spp. em
carcacas de aves. Estudos realizados no Reino Unido apresentaram prevaléncias deste
enteropatégeno de 25% (HARRISON et al., 2001) a 29% em aves de corte (JORGENSEN et
al., 2002). Sao resultados acima dos valores observados na presente pesquisa que verificou
18% para ocorréncia de Salmonella spp.. LILLARD (1990) observou que a contaminacao
cruzada por Salmonella spp. ocorre durante o abate das aves; contudo, em seis pontos de
colheita avaliados por aquele autor, a incidéncia de Salmonella spp. aumentou apenas na
carcaca apoés o resfriamento, o que difere do resultado do presente estudo que verificou este
patdégeno em todos os tipos de amostras colhidas ao longo de toda a linha da abate.
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Nos Estados Unidos 25 amostras positivas de Salmonella spp. (3%) foram detectadas
em 184 amostras de carnes de aves (ZHAO et al., 2001), cujo resultado é menor do que o
observado na presente pesquisa, que apresentou ocorréncia maior de amostras positivas de
Salmonella spp. (18%). SANTOS et al. (2000), no Estado de S&o Paulo, observaram 32%
(48/150) de positividade para Salmonella spp. em amostras congeladas de aves, utilizando
métodos bacterioldgicos. Essa ocorréncia € superior a descrita neste estudo. Assim sendo, a
avaliacdo de dados ja publicados envolvendo ocorréncia de Salmonella spp. em carcacas e
cortes de aves e amostras de abatedouro varia consideravelmente.

Em estudo realizado no Reino Unido com 241 amostras de carcagcas de aves cruas,
Salmonella spp. foi identificada em 25% das amostras, e o sorotipo S. Enteritidis foi um dos
mais isolados (JORGENSEN et al.,, 2002). Esses achados estdo acima dos valores
verificados neste estudo para S. Enteritidis (5,6%). NIEROP et al. (2005) relataram 19
amostras positivas entre as 99 amostras de carcacas de frango frescas e congeladas
colhidas em agougues na Africa do Sul e submetidas & PCR utilizando o gene invA.

Outros autores reportaram, em pesquisa com 140 diferentes amostras de alimentos na
cidade de Sao Paulo, 17 sorotipos do género Salmonella; dessas amostras, S. Enteritidis foi
recuperada de dez dos 12 tipos de alimentos avaliados, € a porcentagem mais alta de
isolados foi observada nas carcacas de aves frescas (77,1%) (LIRIO et al., 1997).

Salmonella spp. foi observada em 16 amostras de cortes de aves (35%) em um estudo
realizado no Estado de Sao Paulo com o uso de técnicas microbioldgicas, S. Enteritidis foi
recuperada de trés amostras de coxas de aves e de nove amostras de asas, resultados que
estdo em acordo com os encontrados nesta pesquisa (COSTA, 1996). Por outro lado,
BERCHIERI JR. et al. (1987), utilizando técnicas microbiol6gicas, ndo detectaram nem S.
Enteritidis nem S. Typhimurium em aves de abatedouros, mas reportaram 21 amostras
positivas e 11 sorotipos de Salmonella spp.. SANTOS et al. (2000), analisando 150 carcacgas
congeladas, detectaram 48 amostras positivas, sendo identificados 11 sorotipos, dos quais
60,4% (29/48) eram S. Enteritidis.

SCUDERI et al. (1996) resumem resultados de aproximadamente 1.699 surtos,
ocorridos entre os anos de 1991 a 1994, envolvendo alimentos na ltélia, e reportaram que
81% dos surtos eram causados por Salmonella spp., a maioria destes, 50 surtos, tinha como
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agente S. Enteritidis, e um ndumero menor, trés surtos, S. Typhimurium. Esses achados
suportam os resultados observados no presente trabalho no qual a ocorréncia de S.
Typhimurium foi menor que a ocorréncia de S. Enteritidis. Porém ambos os enteropatégenos
S. Enteritidis e S. Typhimurium, identificados nas amostras, sdo possiveis agentes de
toxinfecgdo alimentar para o homem, em conformidade com os relatos de SCUDERI et al.
(1996) e WARD & THRELFALL (1997).

Testes rapidos para Salmonella spp. podem contribuir na identificacdo, porém nao
substituem as técnicas de cultivo microbiol6gico, pois o isolamento dos organismos ainda é
necessario para a sorotipagem e a determinacao de perfis de resisténcia para estudos
epidemioldgicos. Contudo, na rotina, para diagnésticos de base, as técnicas moleculares
devem ser consideradas, pois permitem a analise de um grande nimero de amostras em um
periodo de tempo relativamente curto.

A comparacao dos resultados obtidos neste estudo com os reportados em outras
pesquisas deve levar em consideracao varios fatores, como as diferencas na origem das
amostras, os métodos de deteccdo, os procedimentos de amostragem, a sanitizacao dos
abatedouros, 0s niveis de processamento e a contaminagao cruzada dos produtos (BRYAN
& DOYLE, 1995), mormente as contaminacdes dos proprios lotes, que podem ter grandes
variagdes.

As 52 amostras contaminadas com Salmonella spp., S. Enteritidis e S. Typhimurium,
analisadas juntamente com os abatedouros onde foram colhidas, estdo apresentadas na
Tabela 3. Pode-se constatar que o abatedouro que teve maior nimero de amostras positivas
foi 0o F 34,6% (18/52), seguido pelo B e C, com 17,3% (9/52); nos seis abatedouros foi
identificado pelo menos um dos dois sorotipos estudados, o que demonstra que a

disseminacgao do agente nas amostras foi bastante ampla.
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Tabela 3 - Amostras isoladas de Salmonella spp., S. Enteritidis e S. Typhimurium de diferentes pontos na linha
de abate de aves e seus respectivos abatedouros, de margco de 2003 a agosto de 2004, no Estado
de S&o Paulo.

Abatedouro Tipo de Inspecdo Salmonella spp. S. Enteritidis S. Typhimurium
A SISP 5 2 0
B SIF 9 4 4
C SIF 9 7 2
D SISP 7 2 0
E SISP 4 1 0
F SIF 18 0 1

CARDOSO et al. (2000), realizando pesquisa com Salmonella spp. em 120 amostras
de dois abatedouros da mesma regido do abatedouro B, encontraram valores discordantes
dos da presente pesquisa, pois nao verificaram nenhuma amostra contaminada por bactérias
do género Salmonella.

Com relagao aos testes de resisténcia aos antibidticos, os valores dos halos de
resisténcia, em milimetros, das 29 amostras de Salmonella spp., S. Enteritidis e S.
Typhimurium estdo dispostos na Tabela 4. No presente trabalho foram utilizados principios
ativos que sdo adotados com certa freqiiéncia na terapéutica humana, pela preocupacao
com a saude publica; esta escolha deve-se ao fato da preocupacdo em se ter nimeros

suficientes de opc¢des para o tratamento da salmonelose em seres humanos.
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Tabela 4 - Valores dos halos de resisténcia aos antimicrobianos testados das 29 amostras isoladas de
Salmonella spp., S. Enteritidis e S. Typhimurium nos diferentes pontos na linha de abate de aves,
colhidas de margo de 2003 a agosto de 2004, no Estado de S&o Paulo.

Tamanho dos halos (mm)

Amostra
AMC ATM AMI AMP CFL CFO CTX CLO GEN SUT TET TOB
1-S 15 0 27 13 0 20 0 25 17 0 0 19
2-SE 14 0 18 13 17 27 14 26 18 16 26 17
3-SE 0 0 17 0 10 14 0 23 15 0 21 0
4-S 21 24 18 19 20 22 23 24 17 21 0 12
5-SE 14 13 19 0 0 11 19 0 12 19 21 18
6—ST 12 0 0 0 0 12 12 0 17 16 15 9
7-SE 20 28 20 14 28 24 26 24 15 25 23 12
8- ST 18 0 23 I8 17 23 16 25 20 12 0 15
9-SE 18 0 20 8 18 19 11 28 23 18 21 17
10 - SE 10 0 20 0 0 13 0 0 18 0 0 0
11 -ST 13 14 19 0 0 10 16 0 17 29 0 17
12 - SE 11 0 19 0 14 20 14 16 16 0 0 15
13-SE 13 0 19 15 0 0 0 15 18 11 0 12
14 — SE 12 0 17 0 12 19 14 28 17 0 0 15
15-S8 13 0 21 0 0 0 0 20 19 0 0 15
16 -S 15 0 22 0 12 18 0 20 19 0 0 18
17-S 13 0 25 11 13 0 11 24 23 0 0 20
18-S 118 0 19 0 0 0 13 13 17 0 0 18
19-S 12 0 13 0 14 20 15 14 15 15 0 19
20-S 14 0 18 12 11 0 14 15 18 0 21 12
21-S 0 0 21 0 0 13 11 0 18 0 0 19
22—-S 14 0 17 11 16 20 14 21 19 0 0 18
23 - ST 0 0 21 0 0 0 0 0 15 0 0 23
24 —-S 25 0 23 17 14 17 12 18 18 17 0 17
25-S 14 18 20 13 16 18 23 16 17 17 20 15
26—S 0 18 20 0 0 0 13 0 15 0 0 19
27-S 13 13 22 8 14 18 14 25 19 0 0 12
28-S 15 15 20 11 0 11 18 0 18 19 0 16
29-S 17 0 21 0 0 20 0 16 18 0 0 0

S= Salmonella spp., SE= Salmonella Enteritidis ou ST= Salmonella Typhimurium. Nimeros em vermelho
indicam resisténcia. AMC = amoxicilina e acido clavulanico, ATM = aztreonam, AMI = amicacina, AMP =
ampicilina, CFL = cefalotina, CFO = cefoxitina, CTX = cefotaxima, CLO = cloranfenicol, GEN = gentamicina,
SUT = sulfazotrim, TET = tetraciclina e TOB = tobramicina.

Verifica-se que os resultados das amostras de Salmonella spp. isoladas frente aos
antibiéticos foram os seguintes, quanto a sensibilidade: 96,5% foram sensiveis a gentamicina
(28/29), 69,0% a tobramicina (20/29) e 48,3% ao cloranfenicol (14/29). Nenhuma das
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amostras testadas apresentou 100% de resisténcia ou de sensibilidade aos principios
antimicrobianos utilizados. Foram observados resultados intermediarios, os quais devem ser
considerados resistentes, pois 0 uso dessas drogas antimicrobianas como sensiveis somente
faria selecdo de cepas resistentes; nove amostras (31,03%) apresentaram comportamento
intermediario a amoxicilina/ &cido clavulanico, sete (24,14%) ao cloranfenicol e cinco
(17,24%) a cefotaxima (Tabela 6).

Na tabela 5 observa-se que, das 29 amostras analisadas, 25 eram resistentes ao
aztreonam e a ampicilina (86,2%), 21 a tetraciclina (72,4%) e 16 a amoxicilina/acido
clavulanico e sulfazotrim (55,2%). As amostras testadas apresentaram menor resisténcia a
gentamicina, com uma (3,45%) amostra resistente. Duas (6,9%) amostras foram resistentes

a amicacina.

Tabela 5 - Comportamento de resisténcia frente aos 12 principios antimicrobianos testados nas 29 amostras
isoladas de Salmonella spp., colhidas de margo de 2003 a agosto de 2004, no Estado de Sao
Paulo.

Numero de amostras (Porcentagem)

Antimicrobiano

Resistente Sensivel Intermediario  Total
Amoxicilina / Ac. clavulanico 16 (55,17) 4 (13,79) 9 (31,03) 29
Amicacina 27 (93,10) 2(6,9) - 29
Ampicilina 25 (86,21) 2 (6,9) 2 (6,9) 29
Aztreonam 25 (86,21) 2 (6,9) 2 (6,9) 29
Cefalotina 22 (75,86) 3(10,34) 4 (13,79) 29
Cefoxitina 15 (51,72) 13 (44,82) 1 (3,45) 29
Cefotaxima 21 (72,43) 3(10,34) 5(17,24) 29
Cloranfenicol 8 (27,60) 14 (48,28) 7 (24,14) 29
Gentamicina 1(3,45) 28 (96,55) - 29
Sulfazotrim 16 (51,17) 10 (34,48) 3(10,34) 29
Tetraciclina 21 (72,43) 7 (24,14) 1 (3,45) 29
Tobramicina 9 (31,03) 20 (68,97) - 29
Total 206 108 34 348

SANTOS et al. (2000) pesquisaram 150 amostras de carcagas de frango congeladas e

encontraram 48 amostras positivas; nas andlises de resisténcia aos antimicrobianos,
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verificaram baixas resisténcias ao aztreonam e amicacina 2,1% (1/48) e a tetraciclina 6,2%
(3/48), resultados inferiores aos do presente trabalho, que apresentou 86,21%, 93,1%,
72,43%, ao aztreonam, amicacina e tetraciclina, respectivamente. Os resultados foram
semelhantes apenas em relacdo a gentamicina, para a qual o autor obteve 4,2% (2/48) das
amostras resistentes, e o presente trabalho, 3,45% (1/29).

Em estudo da presenca de Salmonella spp. em 200 amostras de racao para aves,
BERCHIERI JR. et al. (1993) encontraram, em 10% das amostras positivas para este
microrganismo, 0s seguintes percentuais de resisténcia aos antimicrobianos testados: 75%
cefalotina, 46,5% ampicilina, 21,4% amicacina e sulfazotrim, 17,9% cloranfenicol e
gentamicina, 6,3% cefoxitina. Esses resultados assemelham-se aos dados da presente
pesquisa em relacao a cefalotina, cujas amostras apresentaram resisténcia de 75%, porém
foram inferiores para ampicilina (86%), amicacina (93%), sulfazotrim (51%), cloranfenicol
(27%) e cefoxitina (52%) e superiores para gentamicina (3,45%) neste estudo.

Os resultados referentes a resisténcia antimicrobiana servem de alerta, pois 0 uso
indiscriminado de antibiéticos no tratamento de infecgdes e a adicdo em ragdes animais
como promotores de crescimento tém contribuido para a emergéncia de resisténcia entre
cepas de Salmonella spp. e outras bactérias (BERCHIERI JR. & BARROW, 1998). Apenas a
gentamicina e a amicacina poderiam ser empregadas em terapéutica veterinaria, pois as
cepas testadas foram sensiveis a esses antimicrobianos.

A Figura 2 demonstra o numero de amostras isoladas resistentes em relagdo ao
namero de principios antimicrobianos testados. Observa-se 0 numero elevado de amostras
que apresentaram multirresisténcia antimicrobiana, sete e seis amostras apresentaram
resisténcia a 8 e 9 principios antimicrobianos testados, respectivamente. Destaca-se a
importancia em saude publica destas amostras que apresentaram multirresisténcia, pelo

risco de infeccdo a seres humanos.
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N¢ de bases antimicrobianas as quais
os isolados foram resistentes

N¢de amostras

Figura 2 - Numero de amostras resistentes em relagéo ao numero de bases antimicrobianas testadas.

Dados de literatura mostram valores diferentes do encontrado na presente pesquisa;
em trabalho com carcacas e cortes comerciais de frangos, 40 das amostras testadas
(53,63%) mostraram-se resistentes a um principio ativo, 13 amostras a dois e trés principios
(16,45%) e duas a quatro e a cinco principios ativos (2,53%), nenhuma das amostras
estudadas mostrou-se resistente a seis ou mais principios ativos (COSTA, 1996). HADAD &
JEMEL (1990) encontraram 84,6% das cepas de Salmonella spp. testadas resistentes a um
principio e 50% sensiveis a trés ou mais drogas.

BOKANYL JR. et al. (1990) testaram a resisténcia de cepas de Salmonella spp. frente
a acao da ampicilina, gentamicina, tetraciclina e cloranfenicol e observaram que 37 das 55
cepas testadas foram resistentes a um ou mais principios (67,3%). Todas as cepas foram
sensiveis ao cloranfenicol, e nenhuma amostra foi resistente a mais de quatro principios. A
discordancia dos achados encontrados nesses trabalhos com os dados da presente pesquisa
pode, de alguma forma, ser explicada pelo fato do tempo transcorrido entre a realizacdo das

citadas pesquisas, por esses antibiéticos terem sido testados ha mais de 15 anos.
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A Organizacdao Mundial da Saude alerta para a emergéncia de um grande numero de
amostras multirresistentes a antibiéticos; além disso, muitas cepas de Salmonella spp. tém
desenvolvido multirresisténcia como parte do material genético do microrganismo. Como
resultado, ha uma limitacao severa das possibilidades de tratamento efetivo de infecgdes em
seres humanos (WHO, 2005), pela reducado do numero de antibiéticos de escolha.

A andlise estatistica (Teste exato de Fisher, a = 0,05) (ZAR, 1999) indicou diferenca
significativa em relacdo a ocorréncia de Salmonella spp. entre os seis abatedouros (p <
0,05). O isolamento de Salmonella spp. em abatedouros de aves com Servigo de Inspecéo
Estadual (SISP) foi menor (p < 0,05) do que nos abatedouros com Servico de Inspecao
Federal (SIF). Nenhuma diferenga significativa foi observada entre os oito pontos de colheita
de amostras (p > 0,05).

Esta diferenca significativa entre a ocorréncia em abatedouros com SISP e SIF pode
ser devido ao maior numero de lotes abatidos provenientes de diferentes produtores nos
abatedouros com SISP, aumentando assim as chances de isolamentos. Mas também
durante as visitas aos abatedouros foi possivel verificar que nao havia diferengas nas
condigdes higiénicas entre alguns abatedouros com SISP e SIF; grandes abatedouros com
SIF tinham uma melhor organizagdo e melhores condi¢cdes higiénico-sanitarias nas suas
linhas de abate, porém pequenos abatedouros com SIF assemelhavam-se aos abatedouros
com SISP, e isso talvez possa explicar a diferenca entre os abatedouros.
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4 - Conclusoes

O presente estudo reporta a ocorréncia de Salmonella spp. em abatedouros no Estado
de Séo Paulo, assim como de S. Enteritidis e de S. Typhimurium. Os resultados indicam que
as aves comercializadas podem ser fontes de infeccdo para seres humanos, e,
conseqlentemente, medidas de controle devem ser implantadas, a fim de reduzir os riscos
da contaminacdo da carne de aves. Os sorotipos S. Enteritidis e S. Typhimurium podem ser
encontrados em abatedouros de aves, principalmente pela presenca de fezes e penas
contaminadas, mas a agua também pode ser um importante veiculo de transmissao destes
patdgenos na linha de abate. Os resultados referentes a resisténcia antimicrobiana servem
de alerta, pois o uso indiscriminado de antibiéticos pode levar a selecdo de cepas
resistentes, e estas podem estar presentes nos alimentos de origem animal e causar graves
infeccdes em seres humanos. A partir dos achados observados neste estudo é possivel
concluir que hd uma necessidade de melhorar os métodos de controle de qualidade, tendo
como objetivo evitar a contaminacgdo dos abatedouros de aves por Salmonella spp..
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Capitulo 4 - Implicacoes

Em salde publica o tema seguranca alimentar tem merecido destaque e € motivo de
preocupacao de governos, empresas e consumidores de todo o mundo. A Organizacao
Mundial de Saude (OMS) define seguranca alimentar (“food safety”) como a garantia de que
o alimento ndo causara nenhum mal ao consumidor € ndo apresenta riscos quimicos,
biol6gicos ou relativos a natureza do alimento. A ocorréncia de doengas alimentares € de
dificil estimativa, mas sabe-se que, somente no ano de 2000, cerca de 2,1 milhdes de
pessoas morreram devido a doencas diarréicas (WHO, 2002). A incidéncia dessas doencas
pode ser de 10 a 200 vezes o numero que € notificado, pois muitas pessoas nao procuram o
servico de saude (VEEK et al., 1992).

A campilobacteriose é uma zoonose de distribuicdo mundial, sendo seu principal
representante a espécie Campylobacter jejuni, microrganismo ubiqitario, que se comporta
como agente patogénico ou fazendo parte da microbiota normal do trato gastrointestinal de
bovinos, aves, ovinos, caes e gatos, assim como de animais selvagens (SCARCELLI et al.,
1998). No entanto, Campylobacter coli também é isolado em estudos de prevaléncia de
campilobacteriose, s6 que em menor numero. Atribui-se como fonte de infeccdo das
bactérias deste género para o ser humano o contato direto com animais portadores, o
consumo de alimentos de origem animal e agua contaminados, sobretudo a ingestao de leite
nao pasteurizado e carnes cruas ou mal processadas de aves, suinos e bovinos
(SCARCELLI et al., 1998).

Dentre os sorotipos de Salmonella spp., Salmonella Enteritidis e Salmonella
Typhimurium sdo exemplos mais freqiientes em nosso meio e causam a salmonelose, uma
enfermidade de carater zoonético e de distribuicdo mundial. A gastroenterite por Salmonella
spp. é transmitida pela ingestao de alimentos, 4gua ou contato com fémite, contaminados por
fezes de pessoa ou animal infectado.

COSTA (1996) cita varias medidas que podem ser adotadas para prevenir a
transmissao de Salmonella spp. para seres humanos e animais, e essas acdes de controle
também podem ser aplicadas para Campylobacter spp.. Tais medidas, na de producéo

avicola, estao relacionadas com manejo adequado, uso de produtos quimicos na ragcao, uso
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de técnicas de exclusdo competitiva e tratamento das racbes por calor ou radiacado; nos
abatedouros preconiza-se, principalmente, a adocao do uso de cloro na agua de lavagem da
carcaca, controle da temperatura da agua de imersao das carcacas, renovagao do volume de
agua do sistema, higienizacao dos equipamentos dos abatedouros, uso de acido acético na
agua de escaldagem, alcalinizacdo do pH da agua de escaldamento, temperatura adequada
na estocagem das carcagas, uso de radiacao ionizante e acido acético glacial em carcacgas
pré-resfriadas e embaladas, bem como embalagem em atmosfera modificada.

Apesar dos esforcos para eliminar a contaminacado por Salmonella spp. em aves,
melhorias na qualidade microbiolégica na linha de processamento, minimizacdo da
contaminagao cruzada e abate de aves livres de Salmonella spp. sdo as medidas de controle
mais eficazes a serem utilizadas para evitar surtos em seres humanos (BAILEY, 1993). Em
trabalho realizado no Rio Grande do Sul, com surtos alimentares de origens diversas, o
enteropatégeno Salmonella spp. foi apontado como o maior responsavel pelos surtos
estudados (73%). Os autores sugerem que a utilizacdo de matéria-prima sem inspecéo
sanitaria e a manipulagao incorreta dos alimentos constituiram-se nos fatores predisponentes
a contaminacao dos alimentos por Salmonella spp., € ressaltam a necessidade de controle
deste patégeno nas aves, a partir da granja, e da adocédo de boas praticas de fabricacédo
(NADVORNY et al., 2004).

Dentre os cuidados que devem ser adotados pelos consumidores, pode-se relacionar
0 consumo de carne e ovos bem cozidos, somado a medidas higiénico-sanitarias na
manipulagdo dos alimentos e refrigeracdo adequada (COSTA, 1996). As principais
precau¢cdées no manuseio e preparagdao de alimentos de origem animal, com o intuito de
reduzir a contaminacdo cruzada, sdo: cozimento das carnes a uma temperatura e tempo
adequados; lavagem das maos com sabao depois de manusear produtos de origem animal e
limpeza com sabdo e agua quente de equipamentos (facas, utensilios, tdbuas e outros)
utilizados na preparacao de alimentos crus de origem animal (BUTZLER, 2004). No aspecto
contaminacdo cruzada, a carcaga de frango descongelada assume capital importancia,
devido a possibilidade de transferéncia passiva de microrganismos para outros alimentos;
durante o descongelamento e o processamento em locais comuns, a agua de degelo em

contato com outros alimentos, principalmente os que serdo ingeridos "in natura", pode
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contamina-los, explicando assim a origem frequiente de surtos de origem alimentar (CASTRO
et al.,, 1997; SLUTSKER et al., 1998). SCARCELLI & PIATTI (2002) enumeram também,
como cuidados higiénicos sanitarios primordiais, conservar os alimentos carneos em
temperatura de refrigeracdo, nunca deixa-los a temperatura ambiente, consumir a carne
resfriada no mesmo dia ou até o final do dia seguinte, proteger os alimentos de roedores,
moscas ou outros insetos, preparar alimentos carneos e ingeri-los ainda quentes, resfriando-
os imediatamente apds o cozimento caso seja necessario armazena-los.

O presente trabalho verificou a ocorréncia de Campylobacter jejuni, Campylobacter
coli, Salmonella ssp., Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium em seis abatedouros
avicolas do Estado de Sao Paulo. Pelos resultados obtidos, nas condicdes em que foi
realizada a pesquisa, pode-se inferir que a contaminacao advém das aves e que esta ocorre
ainda em sua fase de producdao. Quando encaminhadas ao abatedouro, essas aves carreiam
0s agentes patogénicos estudados, principalmente nas fezes, e podem contaminar outras
carcacas durante o processo de abate. Essas carcagas representam provaveis fontes de
infeccdo e quando chegam aos consumidores expdéem 0S mesmos ao risco de contrair
campilobacteriose e salmonelose. A qualidade da carcaca €& mensuravel, e sua
contaminacgao representa, geralmente, perda de altos valores econémicos. Por isso, acredita-
se que para resultados satisfatérios, deve haver uma interacao entre todos os setores da
producéo de frangos: fabrica de racdo, granja de matrizes, central de incubacao, produtores,
abatedouros e comerciantes.

A importancia das aves de corte na transmissdo de campilobacteriose e salmonelose
tem grande relevancia em relacdo aos demais grupos de animais que se destinam ao abate
para obtencao de carne. Na pesquisa de Salmonella spp. foram isoladas amostras positivas
ao longo de todos os pontos pesquisados da linha de abate; ja na pesquisa de C. jejuni e C.
coli, ndo foram encontradas carcacas resfriadas contaminadas, no entanto esse risco existe.
O que este trabalho demonstram é que se deve fazer a prevencdo e o controle destes
patdgenos desde o local onde as aves sao produzidas até seu abate, a fim de evitar os riscos
de contaminagdo nos abatedouros e consequentemente aos consumidores, procurando

melhorar a inocuidade dos produtos de origem avicola. Durante o abate devem-se tomar
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cuidados especialmente durante a evisceragdo, pois nesta fase as bactérias contidas nas
fezes podem ser transferidas a carne (CASTRO et al., 1997; SLUTSKER et al., 1998).

VEEK et al. (1992) ressaltam a importancia da investigacdo epidemiol6gica de
doencas de origem alimentar, especificando que uma das principais perdas € a econdémica,
devido ao emprego de recursos tanto publicos quanto privados. Existe um dispéndio com
servicos médicos, queda da produtividade de pessoas doentes, perdas da industria pelos
alimentos rejeitados, funcionarios doentes, entre outros. Portanto, a contaminagdo de
alimentos representa um elevado risco a saude publica, principalmente para criangas, idosos
e imunodeprimidos.

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), por meio da Instrucao
Normativa n®. 70 (BRASIL, 2003) instituiu o Programa de reducdo de patégenos, que tem
entre seus objetivos a verificagdo da prevaléncia da Salmonella spp. nos produtos avicolas
(frangos “in natura”), formacdo de um banco de dados para analise dos indices de
contaminagcdo nos produtos avicolas, estabelecimento de padrdes quantitativos de
aceitabilidade da contaminacdo dos produtos, monitoramento constante do nivel de
contaminacdo por este patégeno em estabelecimentos de abate de aves e aumento das
garantias da inocuidade dos produtos avicolas no mercado interno e externo. No entanto,
ainda nao ha legislacdo especifica para Campylobacter spp., 0 que demonstra uma
necessidade de revisdo na lei brasileira.

Um outro aspecto a ser considerado é o alerta da OMS para a emergéncia de um
grande numero de amostras multirresistentes a antibiéticos; além disso, muitas cepas de
Salmonella spp. tém incorporado essa caracteristica em seu material genético. Como
resultado ha uma limitacdo severa das possibilidades de tratamento efetivo de infeccbes em
seres humanos (WHO, 2005), pela reducao do numero de antibiéticos de escolha.

E necessario que médicos veterinarios, zootecnistas e outros profissionais ligados ao
agroneg6cio avicola, incluindo aqui os produtores rurais, juntem seus esforgcos aos dos
médicos e dos profissionais ligados a area de saude humana, ndo apenas no sentido de
fazer um uso racional e seguro dos antimicrobianos, mas também, no sentido de controlar a
dispersao de bactérias resistentes ou de genes de resisténcia. Essa é a posicao que vem
sendo empregada e recomendada como estratégia global pela OMS e pela OIE
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(Organizacao Mundial de Saude Animal) para o controle e manejo da resisténcia aos
antibidticos.
Um dos maiores desafios enfrentados pela avicultura é evitar a ocorréncia de doencas

transmissiveis aos seres humanos e garantir a saude e o desempenho das aves.
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